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ΠΡΟΛΟΓΟΣ
Η εξέλιξη της τεχνολογίας σήμερα έχει εξοπλίσει την επιστημονική 
κοινότητα με νέα εργαλεία για την μελέτη και τη διαχείριση του 
φυσικού και τεχνητού περιβάλλοντος του ανθρώπου. Πιο συγκεκριμένα 
η εξέλιξη της επιστήμης της μοριακής βιολογίας με την χρήση των 
τεχνικών του ανασυνδυασμένου DNA άνοιξε νέα παράθυρα στις 
γνώσεις μας στους τομείς της μικροβιολογίας, της γενετικής του 
ανθρώπου και της γενετικής μηχανικής, καθώς και σε μια σειρά άλλους 
επιστημονικούς κλάδους που σταδιακά εντάσσουν και εξελίσσουν τις 
τεχνικές αυτές σε καινούριες εφαρμογές.
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε μία από τις τεχνολογίες 
της νέας γενιάς αλληλούχισης του DNA (Next Generation Sequencing, 
NGS) και του γραμμωτού κώδικα γενετικού υλικού (DNA barcode) του 
16S ριβοσωμικού νουκλεϊκού οξέως (16S rRNA) για τον εντοπισμό και 
την μοριακή ταυτοποίηση τοξικών μικροοργανισμών στην λίμνη Κάρλα. 
Στην εργασία αυτή γίνεται επισκόπηση μελετών που αφορούν στην 
λίμνη Κάρλα, της εξέλιξης των τεχνικών που χρησιμοποιούνται για την 
μοριακή ταυτοποίηση μέχρι και σήμερα, αναφέρονται ακόμα ορισμένες 
από τις τεχνολογίες της NGS και πως χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 
εργασία. Σκοπός της εργασίας είναι η ανάδειξη της σημαντικότητας 
που έχει η γνώση των ειδών των μικροοργανισμών που διαβιούν στην 
λίμνη Κάρλα και πιο συγκεκριμένα των τοξικών και πως μπορεί να 
πραγματοποιηθεί με την χρήση των τεχνολογιών NGS.
Η ανάλυση με το 16S rRNA DNA barcode έγινε τον Φλεβάρη και 
Μάρτη του 2016 από βιολογικό υλικό, που εξήχθει από τους πεπτικούς 
σωλήνες τεσσάρων διαφορετικών ειδών ψαριών που διαβιούν στην 
λίμνη, και είχαν διατηρηθεί στους -80o C στο Eργαστήριο Γενετικής, 
Συγκριτικής & Εξελικτικής Βιολογίας του Τμήματος Βιοχημείας και 
Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Η μοριακή ταυτοποίηση μικροοργανισμών από περιβαλλοντικά και 
βιολογικά δείγματα απασχολεί σήμερα πολλούς επιστήμονες από 
διαφορετικούς τομείς, όπως της ιατρικής μικροβιολογίας, της 
περιβαλλοντικής μικροβιολογίας και της βιοτεχνολογίας. Η μόλυνση του 
φυσικού περιβάλλοντος από τις ανθρώπινες δραστηριότητες και οι 
επιπτώσεις που αυτή επιφέρει στην υγεία του ανθρώπου αλλά και του 
φυσικού οικοσυστήματος έχει δημιουργήσει την ανάγκη να υπάρχει 
έγκαιρος εντοπισμός και αξιολόγηση των μεταβολών που υφίσταται ένα 
οικοσύστημα και του τρόπου λειτουργίας του για την καλύτερη πρόληψη 
και αντιμετώπιση των περιβαλλοντικών καταστροφών, όπως αυτή που 
εμφανίζεται στην Λίμνη Κάρλα, στην λειτουργική πλέον φάση της 
ανακατασκευής της. Η περίπτωση της Κάρλας είναι από τα παραδείγματα 
που η ανάγκη γνώσης του μικροβιακού οικοσυστήματος, της σύνθεσης 
και της λειτουργίας του, κρίνεται σήμερα επιτακτική λόγω της 
σημαντικότητας της λίμνης ως υδροβιότοπος .
Οι μέθοδοι με τις οποίες σήμερα μπορούν οι ερευνητές να 
ανιχνεύσουν την ταυτότητα των ειδών που απαρτίζουν ένα οικοσύστημα, 
ειδικά σε μικροσκοπικό επίπεδο έχουν αναπτυχθεί ραγδαία την τελευταία 
δεκαετία με κυρίαρχη την ανάπτυξη των τεχνολογιών της νέας γενιάς 
αλληλούχισης των νουκλεϊκών οξέων (NGS, Next Generation 
Sequencing). Η μείωση του κόστους και της ταχύτητας που επιτεύχθηκε 
με την δημιουργία των νέας γενιάς μηχανημάτων αλληλούχισης, έκανε 
προσιτή την χρήση της μεθόδου σε περιβαλλοντικές μελέτες 
προσδιορισμού της μικροβιακής κοινότητας, που μέχρι πρότινος ήταν 
δύσκολη και απαιτητική λόγω της φύσης των μικροβίων και των 
δειγμάτων από τα οποία προέρχονται.
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε μία από τις τεχνολογίες 
NGS και του γραμμωτού κώδικα γενετικού υλικού (DNA barcode) του 
16S ριβοσωμικού ριβονουκλεϊκού οξέως (16S rRNA) για τον εντοπισμό 
και την μοριακή ταυτοποίηση τοξικών μικροοργανισμών στην λίμνη
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Κάρλα, από την ανάλυση του πεπτικού περιεχομένου τεσσάρων 
διαφορετικών ειδών ψαριών.
Συνολικά ταυτοποιήθηκαν 137 γένη βακτηρίων, 22 εκ των 
οποίων περιλαμβάνουν είδη βακτηρίων που έχουν χαρακτηριστεί 
παθογόνα για τον άνθρωπο, ωστόσο η ανάλυση δεν μπορούσε να 
ταυτοποιήσει σε επίπεδο είδους τα συγκεκριμένα βακτήρια. Αντίστοιχα, 
για τα ψάρια ταυτοποιήθηκαν 5 γένη βακτηρίων που περιλαμβάνουν είδη 
βακτηρίων που έχουν ενοχοποιηθεί για ασθένειες και θανάτους των 
ψαριών (Aeromonas, Mycobacterium, Vibrio, Piesiomonas,
Pseudomonas), τα ποσοστά των οποίων κυμαίνονται από 0-3% με 
εξαίρεση το Vibrio.
Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων προέκυψε ότι ορισμένα φύλα 
βακτηρίων βρίσκονται σε μεγάλα ποσοστά και στα 4 είδη ψαριών, με 
διαφοροποιήσεις ωστόσο για κάθε είδος. Διαφοροποιήσεις 
παρατηρούνται επίσης στα φύλα των βακτηρίων μεταξύ της ψυχρής και 
της θερμής περιόδου.
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ABSTRACT
Nowadays, the molecular identification of microorganisms from 
environmental and biological samples concerns many scientists from 
different sectors, such as medical microbiologists, environmental 
bacteriologists and biotechnologists. The pollution of the natural 
environment from human activities and its consequences on both 
human health and the ecosystem has created the need for timely 
findings and evaluation of the variations that occur in an ecosystem so 
that natural disasters can be better anticipated and/or prevented, if 
possible. The example of lake Karla, a reconstructed lake facing several 
pressures, showcases the importance of knowing the bacterial 
ecosystem, its composition and operations, due to the significance of 
the lake as a wetland habitat /freshwater biotope.
The techniques with which researchers can detect the species that 
make up an ecosystem, especially in a microscopic level, have 
developed rapidly in the last decade, with the technologies of Next 
Generation Sequencing (NGS) of the nucleic acids being the most 
notable. The decrease in cost and increase in speed that was 
accomplished with the emergence of the next generation sequencers 
has made the use of this method affordable for use in environmental 
studies that determine the microbial community, something that was 
previously difficult and demanding due to the nature of the microbes 
and the samples from where they originate.
For this thesis a NGS technology was used along with the DNA 
barcode of the 16S ribosomal ribonucleic acid (16S rRNA), for the 
detection and molecular identification of toxic microorganisms in lake 
Karla from the analysis of the digestive content of four different species 
of fish.
The final results were given a total number of 137 different genera of 
bacteria, 22 of which have species that are characterized as pathogenic
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for the humans and 5 genera that include species that have been 
incriminated as pathogenic for the fishes(Aeromonas, Mycobacterium, 
Vibrio, Piesiomonas, Pseudomonas), the ratings of which fluctuate 
among 0-3%, with an exception of genera Vibrio . Unfortunately our 
analysis could not indentify these bacteria in a species level. Further 
analysis of the results indicated that there are there are genera with 
similar abundance to all four species, but there are also genera with 
significant different abundance between fish species and the worm/ cold 
period.
To conclude, there is further analysis of the microbial population of 
Lake Karla and the nutritional and dynamic relations that are developed 
in the lake's ecosystem are discussed.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
1.1.1. Η ιστορία της λίμνης
Η λίμνη Κάρλα ή Βοιβιήδα ή κατά την αρχαιότητα Βοιβιής ή Βοιβιάς 
ή Βοίβη ή λίμνη της Πελασγιώτιδος, ήταν μία από τις μεγαλύτερες και πιο 
σημαντικές λίμνες της Ελλάδας. Βρισκόταν στο νοτιοανατολικό άκρο του 
θεσσαλικού κάμπου μέχρι το 1962. Οι επιφανειακές απορροές και τα 
πλημμυρικά νερά του ποταμού Πηνειού που διοχετευόταν μέσω της 
τάφρου Ασμάκι τροφοδοτούσαν τη λίμνη με μεγάλες ποσότητες νερού. 
Η επιφάνεια της εκτεινόταν μεταξύ 40 km2 και 180 km2 ανάλογα με τις 
εισροές - εκροές υδάτων (Zalidis et al. 2004).
Πολλές από τις καλλιεργήσιμες εκτάσεις που βρίσκονταν γύρω από 
την λίμνη συχνά πλημμύριζαν από την άνοδο της στάθμης του νερού της 
λίμνης προκαλώντας προβλήματα στους καλλιεργητές. Η ανάγκη για 
προστασία από τις πλημμύρες και τον περιορισμό των επιδημιών 
ελονοσίας μετά την απελευθέρωση της Θεσσαλίας το 1881 οδήγησε σε 
τεχνικές μελέτες για αντιπλημμυρικά έργα.
Το 1936 άρχισαν οι εργασίες για την προστασία από τις πλημμύρες 
με την δημιουργία αναχωμάτων στον ποταμό Πηνειό και την κατασκευή 
φραγμάτων διακοπής εισόδου βρόχινων νερών στην λίμνη και 
ανακατέυθυνσής τους στο Πηνειό ποταμό το 1952. Στις αρχές της 
δεκαετίας του 1950 υπόγεια νερά και νερά από τα φράγματα άρχισαν να 
χρησιμοποιούνται για αρδευτικούς σκοπούς , ενώ παράλληλα 
εμφανίζονται οι πρώτες βιομηχανίες παραγωγής αλκοολούχων ποτών και 
χαρτιού των οποίων τα ανεπεξέργαστα απόβλητα κατέληγαν στη λίμνη 
από διάφορα φρεάτια. Ωστόσο οι πλημμύρες συνεχίζονταν και κάτω από 
την πίεση των καλλιεργητών η κυβέρνηση προχώρησε το 1962 στην 
δημιουργία ενός τούνελ μήκους 10,5 km με δυνατότητα απορροής 
υδάτων στον Παγασητικό κόλπο με ρυθμό 8,5 m3 /sec για την πλήρη 
αποξήρανση της λίμνης .
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Η αποξήρανση της λίμνης περιελάμβανε την δημιουργία ενός 
μικρότερου ταμιευτήρα 64.700 στρεμμάτων, που όμως δεν
πραγματοποιήθηκε ποτέ. Αντί αυτού, το 1989 δεσμεύτηκε ένα τμήμα γης 
4000 στρεμμάτων για την αποταμίευση και την άντληση πλημμυρικών 
νερών(Ζ0ίΙόΐ5 and Gerakis 1999)..
Το 1995 η Επιτροπή των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων εκτιμούσε ότι οι 
ανθρώπινες δραστηριότητες είχαν καταστρέψει το 63% των
υδροβιότοπων της Ελλάδας από 1920 εως το 1991, ενώ αντίστοιχες ήταν 
οι απώλειες και σε άλλες ευρωπαϊκές χώρες (Zalidis and Gerakis 1999). 
Η σημαντικότητα των εναπομεινάντων υδροβιότοπων για τον άνθρωπο 
και την φύση αναγνωρίστηκε από την Ευρωπαϊκή Ένωση και τις 
κυβερνήσεις των χωρών της Μεσογείου στην Διακήρυξη της Βενετίας 
(Italian Ministry of the Environment, 1996) .
Το 1989 πραγματοποιήθηκε η πρώτη λειτουργική ανάλυση των 
Ελληνικών υδροβιότοπων και προτάθηκε μία πλήρη λειτουργική ανάλυση 
της λίμνης Κάρλας, πριν και μετά από την ξήρανση της, για να 
προσδιοριστούν τα προβλήματα που είχαν δημιουργηθεί και να 
αναδειχθούν μελλοντικές χρησιμότητες της λίμνης, με τελικό σκοπό την 
ανάπτυξη μίας στρατηγικής για την ανασύστασή της. Το 1999 
δημοσιεύεται μια έρευνα βασισμένη στις οδηγίες της Επιτροπής για την 
αποκατάσταση των Υδάτινων οικοσυστημάτων (Committee on
Restoration of Aquatic Ecosystems, 1992) από τους Ζαλίδη και Γεράκη, 
στην οποία προσδιορίζονται με ακρίβεια οι λειτουργίες της λίμνης Κάρλας 
και οι αξίες της πριν, κατά την διάρκεια της αποξήρανση της και μετά την 
αποξήρανσή της (Zalidis and Gerakis 1999). To 2000 η Ευρωπαϊκή 
Επιτροπή εγκρίνει την χρηματοδότηση της ανασύστασης της λίμνης 
Κάρλας ενώ την ίδια χρονιά εντάσσεται στην λίστα του Natura 2000 ως 
προστατευόμενη περιοχή. Το Νοέμβριο του 2002 γίνεται η 8η Συνάντηση 
του Συνεδρίου των συμβαλλόμενων μελών της Συνθήκης για τους 
υδροβιότοπους (COP8, Conference of the Contracting Parties to the 
Convention on Wetlands). To 2003 η επιστημονική και τεχνική ομάδα 
(STRP) του Ramsar αναπτύσσει οδηγίες για βιώσιμη αποκατάσταση των
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υγροτόπων. (Ramsar 2003) οι οποίες υιοθετούνται από την COP8. Την 
ίδια χρονιά συστήνεται ο Φορέας Διαχείρισης της Περιοχής 
Οικοανάπτυξης Κάρλας - Μαυροβουνίου - Κεφαλόβρυσου - Βελεστίνου 
(Π.Ο.Κα.Μα.Κε.Βε) στόχος του οποίου είναι και η αποκατάσταση και 
διαχείριση της λίμνης και της γύρω περιοχής. Το 2005 δημοσιεύεται μια 
μελέτη βασισμένη στις οδηγίες του Ramsar από τον Ζαλίδη και τους 
συνεργάτες του, που παραθέτει τις λειτουργίες της λίμνης και προτείνει 
ένα σχέδιο για την ανασύστασή της (Zalidis et al. 2004). Το Νοέμβριο 
του 2009 τελειώνει η περίοδος γεμίσματος με νερό ενός νέου τμήματος 
της λίμνης με βάση τα σχέδια ανασύστασή ^(Nikouli et al. 2013). Η 
λίμνη γρήγορα ανέκτησε σημαντικό αριθμό από πτηνά, ψάρια, χλωρίδα 
και πανίδα ωστόσο από τον πρώτο χρόνο της λειτουργίας της να 
παρατηρούνται περιοδικοί θάνατοι ψαριών και πουλιών, που συνδέονται 
με τρία κύρια προβλήματα: τον ευτροφισμό της λίμνης, την ανεξέλεγκτη 
χρήση του νερού για άρδευση των γεωργικών εκτάσεων και την 
απόρριψη ανεπεξέργαστων λημμάτων στον Πηνειό και κατ' επέκταση 
στην λίμνη.
1.1.2. Η επιπτώσεις από την αποξήρανση της λίμνης
Τα αποτελέσματα από την αποξήρανση της λίμνης ήταν η αύξηση του 
εισοδήματος λίγων μεγάλων καλλιεργητών από την εκμετάλλευση 
περισσότερης καλλιεργήσιμης γης αλλά και από την εντατικοποίηση της 
γεωργικής παραγωγής με χημικά λιπάσματα και φυτοφάρμακα. Επίσης, 
αυξήθηκε η εκμετάλλευση του υπόγειου υδροφόρου αποθέματος με 
πηγάδια άρδευσης. Όλοι οι ψαράδες έχασαν την δουλειά τους αφού, στο 
τεχνητό τμήμα της λίμνης που δημιουργήθηκε για να αποταμιεύονται τα 
νερά από ενδεχόμενες πλημμύρες και από τα βρόχινα νερά των γύρω 
βουνών, τα εναπομείναντα ψάρια θεωρούνταν ακατάλληλα για βρώση 
λόγω της μόλυνσης από τα απόβλητα των βιομηχανιών, τα λιπάσματα και 
τα φυτοφάρμακα. Η αλατότητα του εδάφους αυξήθηκε. Η βιοποικιλότητα 
φυτών, πτηνών και ζώων του οικοσυστήματος της λίμνης μειώθηκε 
δραστικά, ενώ άλλαξε και το μικρόκλιμα της περιοχής με ψυχρότερους 
χειμώνες και παγετούς και θερμότερα καλοκαίρια με ξηρασία που
14
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
δημιουργούσε προβλήματα και στις καλλιέργειες (Zalidis and Gerakis 
1999).
Σύμφωνα με τις εκτιμήσεις του Φορέα Διαχείρισης της Περιοχής 
Π.Ο.Κα.Μα.Κε.Βε συνοπτικά τα προβλήματα που αντιμετωπίζει σήμερα η 
περιοχή της λίμνης είναι :
• Ραγδαία πτώση του υπόγειου υδροφόρου ορίζοντα
• Εισχώρηση του θαλάσσιου μετώπου στον ευρύτερο χώρο της 
περιοχής της Κάρλας
• Ρύπανση και επιπτώσεις στο κλειστό Παγασητικό κόλπο και 
εμφάνιση φυτοπλαγκτού
• Εμφάνιση ρηγμάτων μεγάλου βάθους και καταστροφή 
κτισμάτων
• Επιπτώσεις στην πανίδα και στην χλωρίδα της περιοχής
• Καταστροφή γεωτρήσεων και ξήρανση πηγών μεταξύ των 
οποίων και η Υπέρεια Κρήνη στο Βελεστίνο
• Αλλαγές στο μικροκλίμα της περιοχής
• Αδυναμία υδροδότησης πόλεων και οικισμών
Σήμερα η ανακατασκευασμένη λίμνη Κάρλα αποτελεί το 1/4 της 
φυσικής λίμνης και βρίσκεται στο κάτω μέρος της Θεσσαλίας μεταξύ 
γεωγραφικού πλάτους 39ο26'49'' έως 39°32Ό3''Ν και γεωγραφικού 
μήκους 22ο46'47" έως 23ο51'50'Ε και έχει επιφάνεια 38km2, ενώ η 
περίμετρος της είναι 228km.
Η λεκάνη απορροής της λίμνης έχει συνολική έκταση 1171 km2, εκ τω
1 1 1  9  1 1 1 1 1  οποίων πάνω από 600 km2 αποτελούνται νότια από πεδιάδα, ενώ το
ανατολικό μέρος περιβάλλεται από βουνά και λόφους, με περίμετρο
228km. Το υψόμετρο στη λεκάνη απορροής κυμαίνεται από 50m έως
πάνω από 230m. Η λίμνη Κάρλα είναι ρηχή λίμνη με μέγιστο βάθος
νερού 4,5m και μέσο βάθος 2m. Η μέση ετήσια βροχόπτωση στην
λεκάνη απορροής είναι στα 560mm και είναι άνισα κατανεμημένη στο
χώρο και τον χρόνο. Η κύρια πηγή νερού για την λίμνη είναι ο Πηνειός
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ποταμός. Η λίμνη δέχεται επίσης την επιφανειακή απορροή από την γύρω 
περιοχή που είναι κυρίως γεωργική, και τις απορροές ρευμάτων που 
αποστραγγίζουν τη γύρω ορεινή γη (Sidiropoulos, Mylopoulos, and 
Loukas 2014).
Συνεχίζονται οι προσπάθειες για βελτιωτικά έργα και τον έλεγχο της 
ποιότητας και της ποσότητας του νερού τις περιοχής ενώ παράλληλα 
λειτουργούν μια σειρά από προγράμματα για την προστασία της πανίδας 
και της χλωρίδας της περιοχής και την μελέτη των σχέσεων που 
αναπτύσσονται μεταξύ τους καθώς και των κινδύνων που διατρέχουν.
Ο Φορέας διαχείρισης της περιοχής έχει καταρτίσει ένα σχέδιο 
δράσεων και προγραμμάτων που συνοψίζονται στους παρακάτω στόχους 
για την αποκατάσταση της λίμνης και της παραλίμνιας περιοχής: .
• Η άνοδος του υπόγειου υδροφόρου ορίζοντα και η αποκατάσταση 
του υδάτινου δυναμικού
• Ο περιορισμός των εξαντλητικών αντλήσεων των υπόγειων 
υδροφορέων με παροχή υδάτων για άρδευση
• Η βελτίωση της ποιότητας των υδάτων
• Προστασία του Παγασητικού κόλπου λόγω του αντιπλημμυρικού 
σκοπού του ταμιευτήρα και της βελτίωσης των υπερχειλισμένων 
υδάτων
• Υποχώρηση του μετώπου θαλασσινού νερού που έχει εισχωρήσει 
στο εδαφικό στρώμα του Παγασητικού και έχει επηρεάσει τους 
υδροφόρους ορίζοντες
• Μερική αποκατάσταση του μικροκλίματος της περιοχής
• Μερική αποκατάσταση της χλωρίδας και της πανίδας της περιοχής
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1.1.3. Η ανάπτυξη τοξικών μικροβίων στη λίμνη Κάρλα
Το νερό αποτελεί πηγή ζωής και το βασικό συστατικό των γήινων 
οργανισμών και υδρόβιων οικοσυστημάτων όπως το οικοσύστημα της 
λίμνης Κάρλας. Σε παγκόσμιο επίπεδο η προστασία, η σωστή χρήση και 
διατήρηση των αποθεμάτων νερού ναι μεν αναγνωρίζεται πλέον ως 
επιτακτική ανάγκη, ωστόσο οι προσπάθειες που γίνονται μέχρι στιγμής 
απέχουν πολύ από την αποκατάσταση των καταστροφών που έχουν 
προκαλέσει η ρύπανση και η ανεξέλεγκτη χρήση των αποθεμάτων νερού. 
Στην προσπάθεια που γίνεται σήμερα, σημαντικό ρόλο παίζουν οι 
επιστήμες που ασχολούνται με την μικροβιολογία περιβάλλοντος 
υδρόβιων οικοσυστημάτων.
Η αποκάλυψη των σχέσεων και των λειτουργιών του υδάτινου 
τροφικού πλέγματος, μπορεί να συμβάλει σημαντικά στην έγκαιρη 
πρόβλεψη και αποφυγή φυσικών καταστροφών όπως αυτών που 
παρατηρούνται περιοδικά τα τελευταία χρόνια στην λίμνη Κάρλα.
Ευτροφισμός
Ο όρος ευτροφισμός αναφέρεται στην υπέρμετρη αύξηση της 
πρωτογενούς παραγωγικότητας, στην υπέρμετρη δηλαδή αύξηση της 
φυτικής βιομάζας (φυτοπλαγκτόν, υδρόβια, υδροχαρής βλάστηση) μιας 
"κλειστής" υδάτινης μάζας.
Ο ευτροφισμός των λιμνών οφείλεται στη διοχέτευση, στην υδάτινη 
μάζα, μεγάλης ποσότητας θρεπτικών αλάτων, κυρίως αζώτου και 
φωσφόρου και μπορεί να οφείλεται σε φυσικούς παράγοντες 
(γεωγραφικά, γεωμορφολογικά, κλιματολογικά, μορφομετρικά, 
υδροδυναμικά, και άλλα χαρακτηριστικά της λίμνης) ή σε ανθρωπογενείς 
επιδράσεις (αστικά λύματα, κτηνοτροφικά και βιομηχανικά απόβλητα, 
αποπλύσεις γεωγραφικών εδαφών). Τα αποτελέσματα του ευτροφισμού 
είναι δυσμενή για τα φυσικοχημικά και βιολογικά χαρακτηριστικά του 
νερού.
Ο ευτροφισμός επιφέρει σημαντική αύξηση της συγκέντρωσης του 
διαλυμένου οξυγόνου στο επιφανειακό στρώμα του νερού κατά τη
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διάρκεια της ημέρας, λόγω της έντονης φωτοσύνθεσης, ενώ παράλληλα 
προκαλεί μείωση του διαλυμένου στο νερό οξυγόνου στα βαθύτερα 
υδάτινα στρώματα, λόγω αυξημένων αναπνευστικών αναγκών των 
βακτηρίων που αποικοδομούν τις οργανικές ουσίες και μπορεί να 
διαμορφώσει ανοξικές συνθήκες.
Σε ευτροφικές λίμνες και κατά τη διάρκεια της άνοιξης και του 
φθινοπώρου (περίοδοι ανάμιξης των νερών) εμφανίζεται το φαινόμενο 
της "άνθισης του νερού". Η συσσώρευση θρεπτικών αλάτων κατά τη 
διάρκεια του χειμώνα (εποχή κατά την οποία η αύξηση του 
φυτοπλαγκτού παρεμποδίζεται λόγω χαμηλών θερμοκρασιών) προκαλεί 
την ταχεία ανάπτυξη των φωτοσυνθετικών οργανισμών κατά τη διάρκεια 
της άνοιξης (εποχή κατά την οποία η θερμοκρασία είναι ευνοϊκή για την 
αύξησή τους). Η εξάντληση των θρεπτικών ουσιών στο επιλίμνιο, που 
παρουσιάζεται κατά τους καλοκαιρινούς μήνες λόγω της θερμικής 
στρωμάτωσης που έχει ως αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της ανάμιξης 
των νερών, περιορίζει το μέγεθος των φυτοπλαγκτονικών πληθυσμών, 
γιατί τα θρεπτικά άλατα συσσωρεύονται στα κατώτερα στρώματα. 
Συνήθως τα θρεπτικά συστατικά προέρχονται από την υπερβολική χρήση 
λιπασμάτων στις γεωργικές περιοχές ενώ υπάρχουν και περιπτώσεις 
φυσικού ευτροφισμού, τα κύρια θρεπτικά συστατικά είναι ο φώσφορος 
και τα νιτρικά ιόντα.
Η λίμνη Κάρλα έχει χαρακτηριστεί, πριν από την αποξήρανσή, της 
ως ευτροφική ήδη από το 1956(Oikonomou et al. 2012). Το 2010 το 
πρώτο περιστατικό μαζικών θανάτων ψαριών και πουλιών στην 
ανακατασκευασμένη λίμνη οδήγησε σε μία σειρά από ερευνητικές 
εργασίες με σκοπό των προσδιορισμό των αιτιών αυτών των θανάτων. 
Σύμφωνα με τις εργασίες αυτές ο ευτροφισμός καθώς και οι εναλλαγές 
στην ποσότητα του νερού της λίμνης και του υπέργειου και υπόγειου 
υδροφόρου ορίζοντα , οδηγούν στην αλλαγή της σύστασης του νερού 
της λίμνης, ευνοώντας την ανάπτυξη τοξικών μικροοργανισμών εις 
βάρος των υπολοίπων.
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1.1.4. Μελέτες προσδιορισμού χημικής και μικροβιακής σύστασης 
του νερού της νεοσύστατης λίμνης Κάρλας
Από το 2010 μελέτες που έχουν γίνει επικεντρώνουν το 
ενδιαφέρον τους στον προσδιορισμό διαφόρων μεταβλητών που ενίοτε 
χρησιμοποιούνται ως δείκτες για ευτροφισμό και τοξικότητα.
Ο προσδιορισμός των παραμέτρων όπως η θερμοκρασία, το pH, το 
διαλυμένο οξυγόνο, η αγωγιμότητα, ο διαλυτός αντιδρών φώσφορος 
(soluble reactive phosphorus, SRP), τα ιόντα αμμωνίας, τα νιτρικά, τα 
νιτρώδη και αζωτούχα ιόντα ή διαλυμένο ανόργανο άζωτο (Dissolved 
Inorganic Nitrogen, DIN) καθώς και η συγκέντρωση της χλωροφύλλης α 
(chlorophyll a, chl a) δίνουν μια πρώτη εικόνα από την κατάσταση και 
την ποιότητα της σύστασης του νερού της λίμνης και τον χαρακτηρισμό 
της ως ευτροφική (Th. Papadimitriou, Stampouli, and Kagalou 2011)
Συνοπτικά μεταξύ των ετών 2010-2015, οι συνολικές 
συγκεντρώσεις του φωσφόρου στη λίμνη κυμαίνονταν από 0.02 mg/L 
έως 0.5 mg/L , οι συγκεντρώσεις της αμμωνίας κυμαίνονταν από 0.03 
mg/L έως 0.5 mg/L, τα νιτρικά άλατα κυμαίνονταν από 0.1 mg/L έως 2 
mg/L , η χλωροφύλλη α κυμαίνονταν από 63 μg/L έως 1200 μg/L . Την 
ίδια περίοδο η διαπερατότητα της λίμνης ήταν μικρή, με το Secchi βάθος 
να κυμαίνεται μεταξύ 0.12 και 0.40m όλο τον χρόνο(Sakata et al. 
1981)(Theodoti Papadimitriou et al. 2016, Th Papadimitriou et al. 2013 )
Ο προσδιορισμός της μικροβιακής σύστασης της λίμνης και πιο 
ειδικά των κυανοβακτηρίων και της συγκέντρωσης των κυανοτοξινών και 
πιο συγκεκριμένα των μικροκυστινών αποτελεί έναν από τους πιο 
αντιπροσωπευτικούς δείκτες τοξικότητας σύμφωνα με τις κατευθύνσεις 
του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας ( World Health Organization, W.H.O) 
ειδικά τις θερμές περιόδους (Th. Papadimitriou, Stampouli, and Kagalou 
2011) .
Ο προσδιορισμός της βιομάζας του φυτοπλαγκτού και οι δείκτες 
τροφικής κατάστασης Carlson's όπως προσδιορίστηκαν από τις τιμές της
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χλωροφύλλης α, αντικατοπτρίζουν την υπερτροφική κατάσταση της 
λίμνης.
Ο Oικονόμου θα! οι συνεργάτες του (2010) βρήκαν ότι η λίμνη 
Κάρλα φιλοξενεί μια ποικίλη μικροβιακή κοινότητα που υποδεικνύει μία 
υπερτροφική κατάσταση. Οι ίδιοι συγγραφείς επιβεβαίωσαν την 
επικράτηση των τοξικών κυανοβακτηρίων Anaebeanopsis και 
Planktothrix (Oikonomou et al. 2012).
Σε παρόμοια έρευνα που έγινε τον Απρίλιο έως τον Νοέμβριο του 
2010 υποστηρίζεται ότι οι πλούσιες σε θρεπτικά συστατικά συνθήκες της 
λίμνης, μπορεί να υποστηρίζουν την άνθιση τοξικών κυανοβακτηρίων 
στα νερά της λίμνης. Ακόμα βρέθηκε ότι η μέση τιμή της αναλογίας των 
συγκεντρώσεων αζωτούχων/ φωσφόρου είναι μικρότερη από το κατώφλι 
του 10:1 που θεωρείται ως δείκτης για πιθανές συνθήκες περιορισμού 
του αζώτου και αυτό με την σειρά του ευνοεί την ανάπτυξη των Ν2- 
παραγωγών κυανοβακτηρίων (Havens et al., 2003). Στην ίδια έρευνα 
μαζικές επιφανειακές ανθίσεις κυανοβακτηρίων καταγράφηκαν από την 
έναρξη του καλοκαιριού μέχρι αργά το φθινόπωρο, ενώ την ίδια περίοδο 
παρατηρήθηκαν οι μεγαλύτερες συγκεντρώσεις μικροκυστινών 
(MCYST)(Th. Papadimitriou, Stampouli, and Kagalou 2011).
Η εποχική μεταβολή στις συγκεντρώσεις των MCYST οφείλεται 
μάλλον στην δυναμική του πληθυσμού των υπαρχόντων ειδών 
κυανοβακτηρίων . Η συγκεκριμένη μελέτη είναι η πρώτη που αναφέρεται 
στις μηνιαίες διακυμάνσεις των συγκεντρώσεων των MCYST στη λίμνη 
Κάρλα επισημαίνοντας ότι η συγκέντρωση των εξωκυτταρικών MCYST 
είναι μικρότερη από τις ενδοκυτταρικές και αυτό επειδή οι μικροκυστίνες 
θεωρούνται ενδοτοξίνες αφού η πλειοψηφία τους βρίσκεται μέσα στα 
κύτταρα. Οι συγκεντρώσεις μικροκυστινών που βρέθηκαν στην λίμνη 
Κάρλα είναι παρόμοιες με αυτές που βρέθηκαν στις λίμνες Παμβώτιδας 
και Καστοριάς και είναι επίσης παρόμοιες με αυτές που έχουν αναφερθεί 
σε άλλες μεσογειακές λίμνες (Theodoti Papadimitriou et al. 2016).
Η παρουσία των μικροκυστινών στο πόσιμο νερό και στο νερό για 
άρδευση θέτει σε πιθανό κίνδυνο την ανθρώπινη υγεία και τα αγροτικά
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προϊόντα ανθρώπινης και ζωικής κατανάλωσης. Οι αγρότες βρίσκονται σε 
ενδεχόμενο κίνδυνο από την εισπνοή μικροσταγονιδίων από το πότισμα ή 
την δερματική επαφή με νερό που περιέχει τοξίνες (Th Papadimitriou et 
al. 2013).
O Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας, ( W.H.O, ) έχει προτείνει την τιμή 
^g/L ως ανώτατο όριο ασφαλείας της συγκέντρωσης μικροκυστινών 
στο πόσιμο νερό. Ακόμα έχει προτείνει τριών σταδίων κατηγοριοποίηση 
των ανεπιθύμητων αποτελεσμάτων για την υγεία, που έχει η παρουσία 
των κυανοβακτηρίων σε νερά αναψυχής (W.H.O. 2003).
• ''Σχετικά μικρές πιθανότητες'' αλλεργικών ή ερεθιστικών 
επιδράσεων σε συγκεντρώσεις 2-10μg/L των κυανοβακτηριακών 
ενώσεων και ενδοκυτταρικών MCYST.
• '' Μέτριες πιθανότητες'' σε συγκεντρώσεις 10-40 μg/L των 
MCYST
• '' Υψηλός κίνδυνος'' σε συγκεντρώσεις άνω των 40 μg/L των 
MCYST
Η συγκέντρωση των μικροκυστινών στην λίμνη Κάρλα βρέθηκε πάνω 
από το όριο του Π.Ο.Υ. στο πόσιμο νερό κατά την θερμή περίοδο, ενώ η 
συγκέντρωση των ενδοκυτταρικών μικροκυστινών βρίσκονταν σε 
χαμηλό επίπεδο κινδύνου για ανεπιθύμητες επιδράσεις.
Οι υπερτροφικές συνθήκες, μαζί με τις συγκεντρώσεις των 
μικροκυστινών της λίμνης Κάρλα, αναδεικνύουν την ανάγκη για την 
παρακολούθηση της ποιότητας του νερού και της συγκέντρωσης των 
μικροκυστινών, για την προστασία του αναδημιουργούμενου 
οικοσυστήματος της λίμνης Κάρλα και την αποφυγή ανεπιθύμητων 
επιδράσεων στην υγεία του ανθρώπου.(Th. Papadimitriou, Stampouli, 
and Kagalou 2011)
Εκτός όμως από τα κυανοβακτήρια, μελέτες στην πλαγκτονική 
σύσταση της λίμνης μετά το γέμισμα της , δείχνουν ότι και άλλοι 
μικροοργανισμοί παίζουν σημαντικό ρόλο στην τοξικότητα του νερού της 
λίμνης Κάρλα. Γνωστοί τοξικοί ευκαρύωτες ή παράσιτα που σχετίζονται 
με θανάτους ψαριών όπως το Prymnesium parvum και το Pfiesteria
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cf.piscicida ή εκπρόσωποι των ομάδων των μυκήτων, των 
Μεσομυκετόζωων (Mesomycetozoa), των Κυψελιδωτών (Alveolata), των 
Ετεροκοντόφυτων (Heterokontophyta) εντοπίστηκαν στην λίμνη. 
Επιπρόσθετα βρέθηκαν εκπρόσωποι από τα Ευγληνοφύκη 
(Euglenophyta), τα Χλωρόφυτα (Chlorophyta) και τα Διάτομα (Diatoms) 
που σχετίζονται με τον ευτροφισμό, και θα μπορούσαν να έχουν 
προκαλέσει τους δύο παρατηρηθέντες θανάτους ψαριών στην λίμνη, 
λαμβάνοντας υπόψη ότι η θερμοκρασία της λίμνης δεν έφτασε σε σημείο 
που θα την πάγωνε και η συγκέντρωση του διαλυτού οξυγόνου της 
λίμνης δεν έφτασε κοντά σε σημείο που θα μπορούσε να χαρακτηριστεί 
ως συνθήκη υποξίας για τα ψάρια (Oikonomou et al. 2012).
1.1.5. Τα είδη ψαριών της δειγματοληψίας
• Κυπρίνος (Cyprinus carpio)
Το γριβάδι ή κυπρίνος ή σαζάνι κατάγεται από την Ασία από όπου και 
εισήχθηκε στην Ευρώπη πριν από αρκετούς αιώνες και στην Αμερική. 
Σήμερα ο κυπρίνος είναι ένα από τα πιο διαδεδομένα ψάρια στον κόσμο, 
έχει εισαχθεί σε 81 χώρες και αποτελεί αλιευτικό στόχο και κυρίαρχο 
ψάρι στις ιχθυοκαλλιέργειες.
Ο κυπρίνος στην χώρα μας μάλλον προέρχεται από τον Ευρωπαϊκό 
πρόγονο της Κασπίας Θάλασσας και η άγρια μορφή στον Ελληνικό χώρο 
(κυρίως Μακεδονία), μπορεί να προέκυψε με πιθανή διασπορά ή με 
εισαγωγή του είδους από τους αρχαίους χρόνους. Η προσαρμογή του 
ήταν επιτυχημένη σε όλες σχεδόν τις λίμνες και συνέβαλε στη 
σταθεροποίηση των οικοσυστημάτων και στη διατροφή του πληθυσμού.
Είναι από τα μεγαλύτερα ψάρια της οικογένειας των Κυπρινειδών. 
Έχει σώμα επίμηκες και πεπλατυσμένο με καμπουριαστή ράχη, μεγάλα 
λέπια και χρώμα κίτρινο-καφέ. Μπορεί να ζήσει σε θερμοκρασίες 4-30ο C 
και σε συνθήκες σχετικά χαμηλών επιπέδων διαλυμένου οξυγόνου. Η 
καλύτερη θερμοκρασία για ανάπτυξη κυμαίνεται μεταξύ 20-27ο C, ενώ 
για αναπαραγωγή 18-22ο C.
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Ωοτοκεί από το Μάιο μέχρι τον Ιούλιο, σε ρηχά νερά, γεννά συνήθως 
200.000-250.000 αυγά. Οι προνύμφες ωριμάζουν σε 4-5 μέρες με την 
απορρόφηση του λεκιθικού σάκου και τη διαμόρφωση της νυκτικής 
κύστης, αμέσως μετά αρχίζουν να τρέφονται με πλαγκτόν. Μετά από 30 
μέρες έχουν αναπτυχθεί όλα τα εσωτερικά τους όργανα και σταδιακά η 
διατροφή τους διαφοροποιείται, επιλέγοντας μεγάλους εκπροσώπους του 
ζωοπλαγκτού , προνύμφες εντόμων και αργότερα σκουλίκια και άλλους 
βενθικούς οργανισμούς.
Ο κυπρίνος είναι ανθεκτικός σε ασθένειες σε όλα τα στάδια της ζωής 
του. Σε υποβαθμισμένο όμως περιβάλλον και σε περιοχές με χαμηλές 
θερμοκρασίες και λίγη τροφή πολλές ασθένειες εμφανίζονται και είναι 
ιδιαίτερα απειλητικές, προκαλώντας μαζικούς θανάτους. Έχει 
ταυτοποιηθεί σε πολλές περιοχές βακτήριο του γένους Aeromonas sp. 
(Repository and Centre 2017), www.fishbase.sinica.edu.tw,)
• Πεταλούδα ( Carassius gibelio)
Το είδος Carassius gibelio (Bloch, 1782) ανήκει στην οικογένεια των 
Κυπρινειδών. Είναι γνωστό στην Ελλάδα με την κοινή ονομασία 
πεταλούδα ή αγριοκυπρίνος.
Για την πρώτη εισαγωγή του είδους στην Ελλάδα δεν υπάρχουν 
ακριβείς πληροφορίες. Ίσως εισήχθει κατά την δεκαετία του '50 ή και 
αργότερα στην λίμνη Κερκίνη από την Ιταλία. Σήμερα κατανέμεται 
ευρέως στα εσωτερικά νερά της Ελλάδας όπου βρίσκεται σε μεγάλους 
πληθυσμούς.
Η πεταλούδα είναι βενθικό είδος, που συναντάται στα περισσότερα 
υδάτινα οικοσυστήματα, μπορεί να ζήσει σε στάσιμα νερά (λίμνες, 
υδατοσυλλογές) όσο και σε νερά με ομαλή ροή. Προτιμά θέσεις με 
λασπώδη πυθμένα και τα χαμηλά τμήματα των ποταμών (κατάντη και 
εκβολικά συστήματα) .
Θεωρείται ανθεκτικό είδος και μπορεί να επιβιώσει κάτω από 
εξαιρετικά ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες όπου άλλα είδη δύσκολα 
μπορούν. Είναι ευρέως διαδεδομένο από την Ιαπωνία έως και την 
Ευρώπη συμπεριλαμβανομένης και της Ελλάδας.
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Το σώμα της πεταλούδας είναι πλευρικά πιεσμένο και χοντρό με 
στρογγυλή κοιλιακή περιοχή. Χαρακτηρίζεται από κοντό κεφάλι, κοντό 
ρύγχος, το τελικό στόμα με καμπύλο σχήμα και η κάτω σιαγόνα 
παρουσιάζει κλίση ελαφρώς προς τα άνω.
Συχνά συγχέεται με τον Κυπρίνο, διαφέρει όμως από αυτόν ως προς 
την γενικότερη μορφή του σώματος. Είναι ένα θερμόφιλο και παμφάγο 
ψάρι που τρέφεται με οργανικά υπολείμματα, νηματοειδή φύκη, μικρά 
βενθικά ζώα και τμήματα ή σπόρους υδρόβιας βλάστησης.
Χαρακτηρίζεται από συνύπαρξη φυλετικής και αφυλετικής 
αναπαραγωγής. Οι πληθυσμοί του είδους αποτελούνται από τριπλοειδή 
γυνογενετικά θηλυκά που αναπαράγονται αφυλετικά και διπλοειδή 
θηλυκά και αρσενικά που αναπαράγονται φυλετικά. Στην Ελλάδα και στις 
Βαλκανικές χώρες συναντώνται πληθυσμοί αποτελούμενοι από 
τριπλοειδή άτομα που αναπαράγονται αφυλετικά. Πρόσφατα βρέθηκαν 
και τετραπλοειδή θηλυκά άτομα. Στους διφυλετικούς πληθυσμούς τα 
θηλυκά άτομα αποτελούν την πλειονότητα και τα αρσενικά την 
μειονότητα με αναλογία που μπορεί να φτάνει σε φυσικά οικοσυστήματα 
ως το 20%, ενώ στην Ελλάδα δεν έχουν καταγραφεί ποσοστά αρσενικών 
μεγαλύτερα του 5%. (www.bat.uoi.gr, )(www.fishbase.sinica.edu.tw)
• Θεσσαλόσιρκο (Alburnus thessalicus)
Ενδημικό είδος , έχει ευρεία κατανομή σε όλη την Ευρώπη , ανήκει 
στην οικογένεια των κυπρινειδών. Απαντάται σε νερά μεγάλων λιμνών 
και μεσαίων ή μεγάλων ποταμών. Κολυμπά κοντά στην επιφάνεια. Το 
χειμώνα σχηματίζει μεγάλες συναθροίσεις σε στάσιμα νερά. Ωοτοκεί σε 
ρηχές, βραχώδεις ακτές , πάνω από βυθισμένη βλάστηση μετά το 3ο έτος 
της ζωής τους, μία ή δυο φορές από τον Μάιο έως τον Αύγουστο σε 
θερμοκρασίες άνω των 15°C. Τρέφεται με πλαγκτόν, ποικίλα έντομα ή 
ασπόνδυλα (Freyhof & Kottelat, 2008, Piria et al., 2004, Λάτσου, 2016) 
(www.fishbase.sinica.edu.tw)
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• Ηλιόψαρο (Lepomis gibbosus)
Ανήκει στην τάξη των Perciformes, είναι εισβολικό είδος, στις αρχές 
του 1900 εισήχθηκε στα Ευρωπαϊκά νερά ως πιθανό θήραμα για ψάρεμα 
και διακοσμητικό είδος σε τεχνητές λίμνες αναψυχής. Το Βουλγαρικό 
Ηλιόψαρο εισήχθη κατά λάθος ως γόνος στα ποτάμια της Μακεδονίας 
(Jordan et al., 2009).
To ηλιόψαρο έχει στενό σώμα και σπάνια ξεπερνά τα 20cm και το 
βάρος φτάνει τα 350 γρ. To μοναδικό του χρώμα το κάνει να ξεχωρίζει 
από τα άλλα άτομα του γένους Lepomis. Το στέρνο και η κοιλιά είναι 
πορτοκαλί ως πορτοκαλοκόκκινη, ενώ η πλάτη και τα πλευρά είναι καφέ 
προς το λαδί. Σε κάποια άτομα παρουσιάζονται στίγματα, πορτοκαλί, 
κίτρινα, μπλε.
Είναι ανθεκτικά σε μεγάλο εύρος περιβαλλοντικών συνθηκών. Η 
ιδανικότερη θερμοκρασία για την ανάπτυξή τους είναι μεταξύ 24-32ο C 
και αντέχουν σε χαμηλές συγκεντρώσεις διαλυτού οξυγόνου, 
επηρεάζονται από την πτώση του pH μεταξυ των τιμών 5.2 και 5.3.
Η ωοτοκία λαμβάνει χώρα στο τέλος της άνοιξης με αρχές 
καλοκαιριού και μπορεί να φτάσει μέχρι και τον Αύγουστο όταν η 
θερμοκρασία του νερού φτάσει τους 27°C. Το αρσενικό δημιουργεί 
φωλιές στην άμμο, και το θηλυκό γεννά 1500-7000 αυγά.
Το ηλιόψαρα είναι παμφάγα, με πιο μεγάλη προτίμηση στα 
ασπόνδυλα, τρέφονται με ζωοπλαγκτόν ή και σαλιγκάρια και 
μαλακόστρακα. Τα νεαρά άτομα προτιμούν τα πλαγκτονικά 
μαλακόστρακα (Leptodora kindtii) με εναλλαγές σε βενθικά ή επιφυτικά 
μακρο-ασπόνδυλα. Τα πιο μεγάλα άτομα τρέφονται κυρίως με 
ζωοπλαγκτόν, ενώ μπορεί να καταναλώσουν και μικρότερα ψάρια και 
αμφίβια, αυγά άλλων ψαριών και υδρόβια φυτά.
Ζει περίπου 8 με 10 χρόνια, ωριμάζει σεξουαλικά τον 2ο -3ο χρόνο. 
Θεωρείται ότι μπορεί να μειώνει τους πληθυσμούς άλλων ειδών 
αυτόχθονων ψαριών (Jordan et al., 2009).
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Εικόνα 1: Κυπρίνος ( Cyprinus carpio) 
πηγή:https://upload.wikmedia.org
Εικόνα 1: Θεσσαλότσιρκο (Alburnus thessalicus) 
πηγή:Ηίίρ&·://βί^ί^ρβάία. org
Εικόνα 2: Ηλιόψαρο (Leamis gibbasus) 
πηγή:http:www. spp.gr/fish_biodiversity/GR/eBook. data
/ 9 9 0 1  _fish_guide.html
Εικόνα 4: Πεταλούδα (Carasius gibelio) πηγή:
http://www. spp.gr/fish_biodiversity/GR/eBook. data/99 01 f i s h  
guide.html
26
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
1.2.1 Η ανάπτυξη των τεχνολογιών NGS - Βασικές αρχές
λειτουργίας
Η ιστορία της μικροβιολογίας αρχίζει ουσιαστικά τον 17° αιώνα με 
την ανακάλυψη του μικροσκοπίου το 1665 από τους Edward Jenner και 
Robert Hooke, αν και υποψίες για την ύπαρξη των μικροβίων είχαν ήδη 
διατυπωθεί από τον 1ο αιώνα π.Χ. από τον Ρωμαίο σοφό Marcus Varro 
(116-27π.Χ.). Μέχρι την ανακάλυψη του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου το 
1931 από τους Γερμανούς μηχανικούς Ernst Ruska (1906-1988) και Max 
Knoll (1897-1969), η πρόοδος της μικροβιολογίας στηριζόταν 
αποκλειστικά στην ικανότητα των ερευνητών να παρατηρούν και να 
ταξινομούν τα μικρόβια με βάση τις μορφολογικές και βιοχημικές 
ιδιότητες που αναπτύσσονταν κυρίως σε τεχνητά θρεπτικά μέσα. Με το 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο ανοίγει ο δρόμος της μοριακής βιολογίας και 
γενετικής, και κορυφώνεται με την ανακάλυψη των χρωμοσωμάτων, και 
της δομής του νουκλεϊκού οξέως από τους Francis Crick και James 
Watson το 1953. ^  1966 ο γενετικός κώδικας έγινε γνωστός, ενώ την 
δεκαετία του 1960 αναπτύχθηκε η τεχνική αλληλούχισης αρχικά των 
πρωτεϊνών και αμέσως μετά των νουκλεικών οξέων από τον Frederick 
Sanger. Το 1980 επινοείται η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (PCR, Polymerase Chain Reaction) από τον Kary Mullis. O! 
τομείς της ιατρικής διαγνωστικής μικροβιολογίας, της περιβαλλοντικής 
μικροβιολογίας και της εξελικτικής μικροβιολογίας αρχίζουν να 
ενσωματώνουν τις τεχνικές αυτές για την μελέτη των μικροβίων. Με 
ολοένα και μεγαλύτερους ρυθμούς, παράγονται πολλές πληροφορίες για 
τα μικρόβια και τις ιδιότητες τους που βοηθούν στην καλύτερη 
αντιμετώπιση των ασθενειών που προκαλούνται από αυτά, 
χρησιμοποιούνται σε εφαρμογές της βιοτεχνολογίας και της 
βιοπαρακολούθησης των οικοσυστημάτων. Ωστόσο δημιουργούνται 
παράλληλα νέες ανάγκες για την ανάλυση και το συνδυασμό αυτών των 
πληροφοριών καθώς και της δημιουργίας νέων βάσεων διαχείρισης και 
αποθήκευσης δεδομένων μεγάλου όγκου. Τις ανάγκες αυτές καλείται να
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καλύψει ο τομέας της βιοπληροφορικής και της μεταγενομικής 
(metagenomics) που σήμερα εξελίσσεται με γρήγορους ρυθμούς.
Την δεκαετία του 1970 ο Sanger με τους συνεργάτες του και ο 
Maxam και Gilbert ανέπτυξαν μεθόδους για να αλληλουχίσουν το 
γενετικό υλικό με την χρήση τεχνικών τερματισμού της αλυσίδας (chain 
termination) και του κατακερματισμού (fragmentation) αντίστοιχα. Αυτή 
η εξέλιξη μεταμόρφωσε τον κόσμο της επιστήμης της βιολογίας 
παρέχοντας τα εργαλεία για την αποκρυπτογράφηση ολόκληρων 
γονιδίων και αργότερα ολόκληρων γενωμάτων.(Illumina 2015)
Η τεχνική που αναπτύχθηκε από τον Sanger, που κοινώς αναφέρεται 
ως αλληλούχιση Sanger (Sanger sequencing), απαιτούσε λιγότερη χρήση 
τοξικών χημικών και ραδιοϊσοτόπων από την τεχνική των Maxam και 
Gilbert, γεγονός που είχε σαν αποτέλεσμα να γίνει η επικρατούσα 
μέθοδος αλληλούχισης του DNA για τα επόμενα τριάντα χρόνια. H 
ολοένα και αυξανόμενη χρήση της τεχνικής οδήγησε στη δημιουργία 
αυτοματοποιημένων συστημάτων για εργαστηριακή ανάλυση. Χάρη σε 
αυτήν την εξέλιξη ολοκληρώθηκε η αλληλούχιση του ανθρώπινου 
γονιδιώματος το 2004.(Van Dijk et al. 2014)
Το 2004 το Εθνικό Ιδρυμα για την Έρευνα του Ανθρώπινου 
Γονιδιώματος (NHGRI, National Human Genome Research Institute) 
άρχισε την χρηματοδότηση ενός προγράμματος με στόχο την μείωση του 
κόστους της αλληλούχισης του ανθρώπινου γονιδιώματος σε 1000 
δολάρια, μέσα στα επόμενα δέκα χρόνια. Αυτό οδήγησε στην ανάπτυξη 
και εμπορευματοποίηση των τεχνολογιών της νέας γενιάς αλληλούχισης 
του DNA (NGS) σε αντίθεση με την μέθοδο Sanger που θεωρείται 
μέθοδος πρώτης γενιάς.
Οι τεχνολογίες της NGS έχουν τρεις βασικές βελτιώσεις. Πρώτον, αντί 
να χρειάζονται την δημιουργία κλώνων τμημάτων του DNA, με τη χρήση 
βακτηριακών πλασμιδίων, οι νέες τεχνικές στηρίζονται στην δημιουργία 
βιβλιοθηκών χωρίς την χρήση κυττάρων. Δεύτερον, αντί για 
εκατοντάδες, χιλιάδες έως εκατομμύρια αντιδράσεις αλληλούχισης 
παράγονται πλέον παράλληλα. Τρίτον, το αποτέλεσμα της αλληλούχισης
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ανιχνεύεται άμεσα χωρίς την ανάγκη ηλεκτροφόρησης σε πηκτώματα 
αγαρόζης. Παρόλα αυτά, ένα μειονέκτημα των πρώτων τεχνολογιών 
NGS, ήταν οι σχετικά μικρές αλληλουχίες ανάγνωσης (sequenced reads) 
που παράγονταν από την αλληλούχιση, οι οποίες έκαναν την στοίχιση 
κάθε μιας από αυτές με ένα γονιδίωμα αναφοράς δύσκολο εγχείρημα και 
χρειάστηκε η ανάπτυξη νέων αλγορίθμων στοίχισης. (Oulas et al. 2015)
Η πρώτη NGS τεχνολογία που δημιουργήθηκε το 2005 ήταν η 
μέθοδος της πυροαλληλούχισης (pyrosequencing) από την εταιρία 454 
Life Science (τώρα πλέον Roche). Ο 454 Genome Sequencer αναλυτής 
δημιουργούσε 200.000 αλληλουχίες ανάγνωσης (reads) των 110 ζευγών 
βάσεων (bp). Ένα χρόνο αργότερα κυκλοφόρησε η πλατφόρμα 
αλληλούχισης Solexa/Illumina. Η τρίτη πλατφόρμα που δημιουργήθηκε 
ήταν η SOLiD Sequencing by Oligo Ligation Detection από την εταιρία 
Applied Biosystems (τώρα πια Life Technologies). Το 2010 η εταιρία Ion 
Torrent (τώρα πια Life Technologies) δημιούργησε τον αναλυτή Personal 
Genome Machine (PGM).(Van Dijk et al. 2014)
Οι τρίτης γενιάς αναλυτές αλληλούχισης επίσης επιτρέπουν την 
ανίχνευση μεμονωμένων μορίων αλλά το επιπρόσθετο κοινό 
χαρακτηριστικό τους είναι ότι η αλληλούχιση πραγματοποιείται σε 
πραγματικό χρόνο. Ο πρώτος αναλυτής δημιουργήθηκε το 2010 από την 
εταιρία Pasific Biosciences (PacBio) και ονομάζεται PacBioRS. Οι μακριές 
αλληλουχίες ανάγνωσης (reads) κάνουν αυτήν την τεχνολογία ιδανική 
για την ολοκλήρωση de novo της στοίχισης (assemblies) του 
γενώματος. Ο PacBio βασίζεται στην ανίχνευση της φυσικής σύνθεσης 
του DNA από μία μόνο DNA πολυμεράση. Η ενσωμάτωση σημασμένων με 
φώσφορο νουκλεοτιδίων οδηγεί σε αύξηση του φθορισμού ανά 
νουκλεοτιδική βάση που ανιχνεύεται σε πραγματικό χρόνο. Έτσι η 
αλληλούχιση έχει διάρκεια λεπτών ή ωρών αντί για μέρες (Van Dijk et 
al. 2014).
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H DNA πολυμεράση καταλύει την ενσωμάτωση με φθορίζοντα, 
σημασμένα, δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs, deoxyribonucleotide 
triphosphates) σε ένα μόριο DNA που λειτουργεί ως μήτρα, κατά την 
δηάξθεηα επαναλαμβανόμενων κύκλων σύνθεσης DNA. Σε κάθε κύκλο, 
στο σημείο της ενσωμάτωσης, τα νουκλεοτίδια αναγνωρίζονται μετά από 
διέγερση που προκαλεί τον φθορισμό τους.
H διαδικασία αλληλούχισης έχει συνήθως τέσσερα βασικά στάδια:
• προετοιμασία της βιβλιοθήκης του DNA (Library 
preparation)
H βιβλιοθήκη για την αλληλούχιση προετοιμάζεται με τον τυχαίο 
κατακερματισμό του δείγματος DNA ή cDNA ακολουθούμενη από την 
σύνδεση 5' και 3' προσαρμοστών (adapters). Εναλλακτικά, ο 
κατακερματισμός και η σύνδεση των προσαρμοστών γίνεται 
ταυτόχρονα, σε μια διαδικασία που ονομάζεται tagmentation, και 
αυξάνει την αποδοτικότητα της προετοιμασίας της βιβλιοθήκης. Τα 
τμήματα με τους προσαρμοστές έπειτα πολλαπλασιάζονται με PCR 
και καθαρίζονται. Ανάλογα με την μελέτη και το είδος του δείγματος η 
δημιουργία βιβλιοθηκών μπορεί να διαφέρει.
• Η δημιουργία ομάδων κλώνων DNA (Cluster Generation)
Για την δημιουργία των ομάδων κλώνων, η βιβλιοθήκη DNA εισάγεται 
σε ένα γυάλινο πλακίδιο (glass slide) που έχει 1,2 ή 8 φυσικά 
διαχωριζόμενες γραμμές ανάλογα με την πλατφόρμα του αναλυτή. Κάθε 
γραμμή είναι καλυμμένη με ένα στερεωμένο στρώμα από 
συμπληρωματικά για τους adapters ολιγονουκλεοτίδια, και έτσι μια 
βιβλιοθήκη ή ένα άθροισμα από 96 πολλαπλές βιβλιοθήκες μπορούν να 
αλληλουχιθούν σε κάθε γραμμή ανάλογα με τις παραμέτρους της 
εφαρμογής.
Το γυάλινο πλακίδιο με τα ολιγονουκλεοτίδια ονομάζεται flow cell, 
όπου συνδέονται τα συμπληρωματικά άκρα των adapters των τμημάτων 
DNA της βιβλιοθήκης. Ακολουθεί πολλαπλασιασμός και δημιουργία των
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κλωνικών ομάδων DNA (clonal clusters).Όταν ολοκληρωθούν τα clonal 
clusters τα δείγματα είναι έτοιμα για αλληλούχιση.
• Η αλληλούχιση (Sequencing)
H αλληλούχιση με SBS χρησιμοποιεί κια μέθοδο αντιστρεπτού 
τερματισμού που ανιχνεύει μία, μία της βάσεις κατά την διάρκεια 
ενσωμάτωσής τους στις συμπληρωματικές μήτρες αλυσίδων DNA.
• Η ανάλυση των δεδομένων (Data Analysis)
Κατά την διάρκεια της ανάλυσης των δεδομένων και της στοίχισης 
(alignment), οι αλληλουχίες ανάγνωσης (sequence reads) στοιχίζονται 
σε ένα γονιδίωμα αναφοράς (reference genome). Μετά την στοίχιση 
πολλές παραλλαγές της ανάλυσης είναι δυνατές όπως η ανίχνευση 
πολυμορφισμού ενός νουκλεοτιδίου (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) ή η προσθήκη αφαίρεση νουκλεοτιδίων, φυλογενετική ή 
μεταγονιδιωματική ανάλυση κ.α. (Illumina 2015)
1.2.2 Η χρήση της NGS σε περιβαλλοντικές μελέτες 
O τομέας της μεταγονιδιωματικής (Metagenomics)
Η NGS έφερε επανάσταση στον τομέα της περιβαλλοντικής 
μικροβιολογίας. Αυτού του είδους οι τεχνολογίες οδήγησαν στην 
δημιουργία ενός νέου πεδίου, της μεταγονιδιωματικής, που ορίζεται ως η 
άμεση γενετική ανάλυση των γονιδιωμάτων που βρίσκονται σε ένα 
περιβαλλοντικό δείγμα χωρίς προηγουμένως να χρειάζεται η καλλιέργεια 
αποικιών - κλώνων. Αρχικά ο όρος μεταγονιδιωματική, χρησιμοποιούνταν 
για την λειτουργική και την ανάλυση αλληλούχισης, ολόκληρων των 
μικροβιακών γονιδιωμάτων που περιέχονταν σε ένα περιβαλλοντικό 
δείγμα (full shotgun metagenomics), αλλά πλέον χρησιμοποιείται σε 
μελέτες που χρησιμοποιούν την μέθοδο της PCR για τον πολλαπλασιασμό 
ορισμένων τμημάτων DNA/RNA (πχ 16S rRNA) πριν από την 
αλληλούχιση (marker gene amplification metagenomics). Αυτές οι
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μεθοδολογίες επιτρέπουν την δημιουργία ενός γονιδιακού / γενετικού 
προφίλ ενός περιβαλλοντικού δείγματος πιο γρήγορα και με πιο προσιτό 
κόστος. (Oulas et al. 2015)
Η full shotgun μεταγονιδιωματική έχει την δυνατότητα της πλήρους 
αλληλούχισης των γονιδιωμάτων που βρίσκονται σε ένα περιβαλλοντικό 
δείγμα. Αυτό δημιουργεί το προφιλ της βιοποικιλότητας μίας κοινότητας 
και μπορεί να συνδυαστεί με την λειτουργική ανάλυση γνωστών και 
άγνωστων γενεαλογιών των οργανισμών. Η full shotgun 
μεταγονιδιωματική εξελίχτηκε έτσι ώστε να μπορεί να απαντά σε 
ερωτήματα όπως ''ποιος είναι παρόν'' λ'τι κάνει εκεί'' και ''πως 
αλληλεπιδρά'', ενώ παράλληλα παρέχει πληροφορία για την λειτουργική 
σύνθεση των γονιδίων που προέρχονται από μια μικροβιακή κοινότητα.
Η marker gene μεταγονιδιωματική είναι ένας γρήγορος και φιλόδοξος 
τρόπος για να προσδιοριστεί το αποτύπωμα ή η ταξινομική ποικιλία μιας 
κοινότητας, χρησιμοποιώντας τον πολλαπλασιασμό με PCR και την 
αλληλούχιση εξελικτικά συντηρημένων γονιδίων-δεικτών, όπως το 16S 
rRNA γονίδιο. (Oulas et al. 2015)
Πολλά είδη οικοσυστημάτων έχουν μελετηθεί μέχρι τώρα 
χρησιμοποιώντας την μεταγονιδιωματική, συμπεριλαμβανομένων 
ακραίων περιβαλλόντων, όπως οι περιοχές των ηφαιστείων ή άλλες 
περιοχές με ακραίες θερμοκρασίες, βασικότητα, οξύτητα, χαμηλό 
οξυγόνο και μεγάλη συγκέντρωση βαρέων μετάλλων. Αυτές οι 
ανεκτίμητες πηγές παρέχουν άπειρες δυνατότητες για βιοεξερεύνηση και 
επιτρέπουν την ανακάλυψη νέων ένζυμων ικανών να καταλύουν 
αντιδράσεις που τις εκμεταλλευόμαστε βιοτεχνολογικά και βιομηχανικά.
Οι πρώτες μελέτες επικεντρώνονταν σε περιβάλλοντα με μικρή 
ποικιλία, όπως το ορυχεία αποστράγγισης, το ανθρώπινο πεπτικό 
μικροβίωμα, δείγματα νερού από την θάλασσα των Σαργασσών, κυρίως 
λόγω της έλλειψης των πιο εξελιγμένων σήμερα μέσων και σχετικών 
λογισμικών για την στοίχιση σε γονιδιώματα αναφοράς. Όσο 
περισσότεροι ερευνητές έμπαιναν σε αυτό το νέο πεδίο ερευνών τόσο η 
ανάγκη για την ανάπτυξη νέων πιο ισχυρών εργαλείων και λογισμικών
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γινόταν πιο επιτακτική και αυτό οδήγησε στην δημιουργία πολλών νέων 
εργαλείων.
Οι δύο πιο συχνά χρησιμοποιούμενες τεχνολογίες NGS είναι η 454 
Life Sciences και η Illumina, με την δεύτερη να έχει ένα προβάδισμα.
Α) O 454 Life Sciences pyrosequencer
Ο 454 πυροαλληλουχιτής (pyrosequencer) ήταν ο πρώτος πρώτης 
γενιάς αλληλουχιτής που εισήχθη στην αγορά το 2004. Η χημεία του 
βασίζεται στην ακινητοποίηση των τμημάτων DNA σε σφαιρίδια ειδικά 
για την δέσμευση DNA σε διάλυμα ύδατος-ελαίου (γαλάκτωμα) και έπειτα 
με την χρήση της PCR γίνεται ο πολλαπλασιασμός των τμημάτων που 
έχουν δεσμευτεί. Τα σφαιρίδια τοποθετούνται σε πλακίδια PicoTiterPlate 
που είναι τσιπ οπτικών ινών, ενώ η DNA πολυμεράση αρχίζει τον 
πολλαπλασιασμό των τμημάτων και πραγματοποιείται η 
πυροαλληλούχιση. Η κύρια διαφορά από την κλασική αλληλούχιση 
Sanger είναι ότι η πυροαλληλούχιση βασίζεται στην ανίχνευση της 
έκλυσης πυροφωσφορικού κατά την ενσωμάτωση των νουκλεοτιδίων 
αντί για την ανίχνευση του τερματισμού της αλυσίδας με 
διδεοξυνουκλεοτίδια. Η έκλυση πυροφωσφορικού μετατρέπεται σε φως 
χρησιμοποιώντας ενζυμικές αντιδράσεις που με την σειρά του 
μετατρέπεται σε πληροφορία αλληλούχισης.(Oulas et al. 2015)
Ωστόσο σε πολλές περιπτώσεις οι φαινομενικές αντιστοιχίσεις των 
αλληλουχιών σε μικροβιακές λειτουργικές ταξινομικές μονάδες (OTUs, 
Operational Taxonomic Units) ήταν στην πραγματικότητα λιγότερες από 
αυτές που πραγματικά υπήρχαν και αυτό οφείλονταν σε λάθη κατά την 
αλληλούχιση, οδηγώντας σε αμφιλεγόμενα αποτελέσματα. ^ρια αιτία 
λαθών φαίνεται να είναι η εφαρμογή της τεχνικής της PCR, ενώ η ίδια η 
χημεία της τεχνικής μπορεί να προκαλέσει σφάλματα καθώς υπάρχει 
δυσκολία στην ανίχνευση της έντασης των διαγραμμάτων ροής που 
παράγονται με την τεχνική και ειδικά με την αλληλούχιση των 
ομοπολυμερων. (Oulas et al. 2015)
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H τεχνολογία της πυροαλληλούχισης παράγει σχετικά μακριές 
αλληλουχίες ανάγνωσης (reads) που επιτρέπουν τον σημαντικό 
περιορισμό των σφαλμάτων σε αλληλουχίσεις ολόκληρου του 
γονιδιώματος (shotgun) και παρέχει μεγαλύτερη ακρίβεια στοίχισης. 
Ωστόσο η τεχνολογία αυτή τείνει να αντικατασταθεί από την τεχνολογία 
της Illumina.
Β) Illymina Sequencers
H χημεία της Illumina για την αλληλούχιση αρχίζει με την προσάρτηση 
των μορίων DNA σε εκκινητές πάνω σε ένα πλακίδιο ακολουθούμενη από 
τον πολλαπλασιασμό αυτών των μορίων για την παραγωγή ομάδων- 
κλώνων. Η δημιουργία κλώνων συνοδεύεται από την προσθήκη 
σημασμένων με φθορίζουσες ουσίες, τερματικές - αντιστρεπτές βάσεις 
(αδενίνη, γουανίνη, κυτοσίνη, θυμίνη) που έχουν προσαρμοσμένο ένα 
παρεμποδιστικό μόριο (blocking group). Οι τέσσερις βάσεις 
ανταγωνίζονται για τα σημεία πρόσδεσης στο μόριο-μήτρα DNA που 
πρόκειται να αλληλουχιθεί και οι μη ενσωματωμένες βάσεις ξεπλένονται. 
Μετά από κάθε κύκλο σύνθεσης, μια ακτίνα laser χρησιμοποιείται για να 
διεγείρει τις φθορίζουσες χρωστικές και πραγματοποιείται υψηλής 
ανάλυσης σάρωση στις ενσωματωμένες βάσεις. Ένα βήμα χημικής 
αποδέσμευσης διασφαλίζει την απομάκρυνση των παρεμποδιστικών 
μορίων στο 3' άκρο καθώς και των χρωστικών. Η διαδικασία 
επαναλαμβάνεται μέχρι όλο το μόριο DNA να αλληλουχιθεί.(Oulas et al. 
2015; Illumina 2013)
Η εταιρία Illumina έχει μια ποικιλία από όργανα αλληλούχισης
προσορμοσμένα για διαφορετικές εφαρμογές. Ωστόσο θεωρείται 
περισσότερο κατάλληλη για την αλληλούχιση μικρότερων σε μέγεθος 
τμημάτων DNA όπως αυτών που παράγονται από την χρήση του 
μοριακού δείκτη 16S rRNA, και αυτό γιατί αποφεύγεται η χρονοβόρα 
απομάκρυνση του θορύβου με αλγόριθμους που απαιτεί η τεχνολογία της 
πυροαλληλούχισης, γεγονός που κάνει την τεχνική λιγότερο επιρρεπή σε 
σφάλματα. Η μεγαλύτερη απόδοση / κάλυψη που γενικά παρέχεται από 
την Illumina επιτρέπει τον σημαντικό περιορισμό των συστηματικών
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σφαλμάτων. Αυτό το πλεονέκτημα και το μικρό κόστος είναι οι 
καθοριστικοί λόγοι που μετέτρεψαν την τεχνική αυτή στην προτιμότερη 
μέθοδο αλληλούχισης για μεταγονιδιοματικές μελέτες.
1.3 To 16SrRNA ( DNA Barcode)
Το 16S rRNA είναι ριβονουκλεϊκό οξύ, τμήμα της μικρής 30S
ριβοσωμικής υπομονάδας του προκαρυωτικού ριβοσώματος. 
Χρησιμοποιείται για τον ταξινομικό προσδιορισμό των βακτηρίων. Λόγω 
του μικρού του μεγέθους (1542 νουκλεοτιδικές βάσεις), μπορεί να 
αντιγραφεί και να αλληλουχιθεί γρήγορα και με μικρό κόστος. Περιέχει 
περιοχές συντηρημένες σε μεγάλο βαθμό και 9 υπερμεταβλητές περιοχές 
(V1-V9) με 30 έως 100 ζεύγη βάσεων (Εικ.5), που παρέχουν ειδο-ειδικές 
αλληλουχίες και χρησιμοποιούνται ως μοριακές υπογραφές για την 
ταυτοποίηση των βακτηρίων. Οι συντηρημένες περιοχές μεταξύ των 
υπερμεταβλητών περιοχών, δίνουν την δυνατότητα σύνθεσης 
παγκόσμιων εκκινητών που μπορούν να ενισχύουν τα ίδια τμήματα 16S 
αλληλουχιών μεταξύ διαφορετικών τάξεων μικροβίων. (Caporaso et al.
2011)
Η ταξινομική ανάλυση για τους προκαρυωτικούς οργανισμούς 
συχνά γίνεται χρησιμοποιώντας δεδομένα από την αλληλούχιση του 16S 
γονιδίου. Για την ανάλυση αυτών των δεδομένων χρειάζονται ειδικά 
λογισμικά προγράμματα/πλατφόρμες όπως το QIIME, το Mothur ,το 
SILVAngs,™ MEGAN και το AmpliconNoise. Η ανάλυση συνήθως απαιτεί 
μια βάση δεδομένων αναφοράς στην οποία αντιστοιχίζονται οι 
αλληλουχίες με βάση την ομοιότητα τους, Τέτοιες βάσεις αναφοράς που 
χρησιμοποιούνται είναι η Greengenes, 16S Ribosomal Database Project, 
Silva 16S + 18S, Unite (ITS).
Εικόνα 5: Η  περιοχή του I6S γονιδίου με τις VI έως V9 υπερμεταβλητές περιοχές και οι διάφοροι εκκινητές 
πηγή:https://chunlab.w ordpress.com/I6s-rrna-and-16s-rrna-gene/
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1.4 Η διαδικασία ανάλυσης των μεταγενομικών 
δεδομένων
Η ανάλυση των μεταγενομικών δεδομένων μπορεί να χωριστεί σε τρία 
στάδια :
1) ποιοτικό φιλτράρισμα των αναγνωσμένων αλληλουχιών (reads) και 
ανίχνευση των χιμαιρικών μορίων
2) ομαδοποίηση σε λειτουργικές ταξινομικές μονάδες (OTUs)
3) αντιστοίχησε των (OTUs) σε μία βάση αναφοράς και ταυτοποίησή τους
Η ομαδοποίηση σε OTUs είναι το κλειδί για να ορίσουμε την 
μικροβιακή ποικιλία και ταξινομική σύνθεση των δειγμάτων που θέλουμε 
να αναλύσουμε. Η ακρίβεια του προσδιορισμού των OTUs εξαρτάται από 
τον αλγόριθμο ομαδοποίησης αλλά και από την επεξεργασία των 
αλληλουχιών ανάγνωσης για την απομάκρυνση των χαμηλής ποιότητας 
αλληλουχιών και των χιμαιρικών μορίων κατά την δημιουργία της 
βιβλιοθήκης των κλώνων του δείγματος.
Ενώ το τρίτο στάδιο βασίζεται σε μια διαθέσιμη βάση δεδομένων με τις 
αλληλουχίες αναφοράς για να προσδιοριστεί η ταξινομική δομή του 
δείγματος, τα δύο πρώτα στάδια κυρίως εξαρτώνται από περίπλοκες 
υπολογιστικές διαδικασίες για το ποιοτικό φιλτράρισμα και την 
ομαδοποίηση και είναι κρίσιμα για να παράγουν αξιόπιστα δεδομένα 
ανάγνωσης.
Μια συντηρητική προσέγγιση που χρησιμοποιεί αυστηρό ποιοτικό 
φιλτράρισμα μπορεί να οδηγήσει στην απώλεια πληροφοριών ειδικά σε 
πιο σπάνια απαντώμενα είδη μικροβίων, ενώ αντίθετα η ομαδοποίηση 
χαμηλής ποιότητας αναγνωσμένων αλληλουχιών μπορεί να παράγει 
ψευδή OTUs οδηγώντας σε υπερεκτίμηση της συνθετότητας των 
αναλυόμενων δειγμάτων.(Albanese et al. 2015)
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Δεδομένης της πολυπλοκότητας των δεδομένων της NGS μια συνήθης 
προσέγγιση των διαθέσιμων λογισμικών για τον προσδιορισμό των OTUs 
βασίζεται σε αυξητικούς αλγόριθμους όπως αυτοί που χρησιμοποιεί το 
πρόγραμμα mothur. Το πρόγραμμα αυτό ενσωματώνει αρκετά εργαλεία 
για το φιλτράρισμα των αλληλουχιών, τον προσδιορισμό των OTUs και 
την εκτίμηση οικολογικών παραμέτρων. Για τον προσδιορισμό των OTUs 
το mothur χρησιμοποιεί ένα απαιτητικό αλγόριθμο που αντιστοιχεί τις 
αλληλουχίες σε OTUs σύμφωνα με τρία διαφορετικά κριτήρια:
• το κριτήριο της κοντινότερης γειτνίασης (nearest neighbor), όπου 
μια αλληλουχία εντάσσεται σε μία OTU αν είναι παρόμοια με 
οποιαδήποτε άλλη αλληλουχία της ομάδας αυτής.
• το κριτήριο της μακρινότερης γειτνίασης (furthest neighbor), όπου 
μια αλληλουχία εντάσσεται σε μια OTU εάν είναι παρόμοια με όλες 
τις άλλες αλληλουχίες της ομάδας αυτής
• το κριτήριο της μέσης γειτνίασης (average neighbor) υπολογίζεται 
ο μέσος όρος των αποστάσεων μεταξύ των αλληλουχιών μιας 
ομάδας. (Albanese et al. 2015)
Ένα πιο πρόσφατο πρόγραμμα για την ανάλυση μεταγενωμικών 
δεδομένων είναι το QIIME, που ενσωματώνει αρκετά εργαλεία σε μία 
πλατφόρμα συμπεριλαμβανομένης και της δυνατότητας να προβάλει τα 
αποτελέσματα με την μορφή γραφημάτων. Για να ομαδοποιήσει τις 
αλληλουχίες σε OTUs το QIIME χρησιμοποιεί το λογισμικό UCLUST, έναν 
αλγόριθμο αναδρομικής εύρεσης που πρώτα ανιχνεύει ένα κεντρικό 
τμήμα - αλληλουχία που αντιστοιχείται σε μια OTU, βασιζόμενο στην 
αφθονία που βρίσκεται η αλληλουχία αυτή στο δείγμα, και έπειτα 
συμπεριλαμβάνει σε αυτή την OTU όλες τις αλληλουχίες που ταυτίζονται 
σύμφωνα με το προεπιλεγμένο διάστημα ομοιότητας με την κεντρική 
αλληλουχία. (Albanese et al. 2015)
Ένα ακόμα πρόγραμμα είναι το UPARSE το οποίο εισάγει μια κάπως 
πιο διαφορετική προσέγγιση από το muthor και το QIIME. Σε αυτό το 
πρόγραμμα μετά τον καθαρισμό, το ποιοτικό φιλτράρισμα και την
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αφαίρεση των χιμαιρικών αλληλουχιών, οι εναπομείνασες αλληλουχίες 
ομαδοποιούνται σύμφωνα με την αφθονία τους, λαμβάνοντας υπόψη ότι 
υψηλής αφθονίας αλληλουχίες ανάγνωσης είναι πιο πιθανό να 
αντιστοιχούν σε πραγματικές OTUs και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 
πλαίσια αναφοράς για ομαδοποίηση. Συγκρινόμενο με τα δυο παραπάνω 
προγράμματα, το UPARSE φαίνεται να προσδιορίζει με μεγαλύτερη 
ακρίβεια τις OTUs, ωστόσο υπάρχει ο κίνδυνος απώλειας μεγάλου 
αριθμού δεδομένων αλληλούχισης από είδη που ανιχνεύονται πιο σπάνια.
Το πρόγραμμα MICCA είναι ένα πρόγραμμα που δημιουργήθηκε το 2014 
και συνδυάζει το ποιοτικό φιλτράρισμα, την ομαδοποίηση σε OTUs και 
την αντιστοίχιση αυτών σε ταξινομικές και φυλογενετικές κατηγορίες. 
Έχει ενσωματωμένο ένα καινούριο αλγόριθμο ομαδοποίησης ειδικά 
σχεδιασμένο για την εύρεση των OTUs, το OTUCLUST, που βελτιώνει την 
απόδοση των υπαρχόντων λογισμικών. Το πρόγραμμα αυτό 
χρησιμοποιώντας μία σύνθεση από διαφορετικές βάσεις δεδομένων 
αποδείχτηκε ότι χάρη στην καλύτερη δυνατή αξιοποίηση της διαδικασίας 
φιλτραρίσματος των αλληλουχιών ανάγνωσης και της αποδοτικότητας 
του OTUCLUST μπορεί να ανασυνθέσει την δομή των μικροβιακών 
κοινοτήτων με μεγαλύτερη ακρίβεια και αποτελεσματικότητα από τις ήδη 
υπάρχουσες πλατφόρμες. Η ανάλυση από μεταγενομικά δεδομένα, που 
έχουν παραχθεί από μελέτες και διατίθενται στους ερευνητές μέσω 
ειδικών διαδικτυακών τόπων αποδεικνύει ότι η μείωση του «θορύβου» 
που επιτυγχάνεται με το MICCA την ανάλυση των μικροβιακών 
κοινοτήτων σε περιβαλλοντικά και ανθρώπινα δείγματα. Το MICCA 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί με κάθε είδους αναγνωσμένες αλληλουχίες 
που έχουν ανακτηθεί από διαφορετικού είδους αναλυτές αλληλούχισης 
(NGS sequencers) όπως ο ROCHE 454 και ο Illumina.
Το MICCA έχει συγκριθεί πειραματικά με το QIIME, το mothur και το 
UPARSE. Τα αποτελέσματα της σύγκρισης όσον αφορά το ποιοτικό 
φιλτράρισμα και την ανίχνευση χιμαιρικών μορίων, είχαν ως εξής:
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1) Ο αριθμός των αλληλουχιών ανάγνωσης που απορρίφθηκαν από το 
MICCA και το QIIME ήταν παρόμοιος, ενώ το UPARSE τείνει να 
απορρίπτει μεγαλύτερο αριθμό αλληλουχιών ανάγνωσης. Τα 
χιμαιρικά μόρια που τελικά παρέμειναν στα δείγματα για τα 
προγράμματα MICCA και QIIME ήταν παρόμοια ενώ μεγαλύτερο 
ποσοστό παρέμεινε για το UPARSE.
2) Όσον αφορά την αναγνώριση των OTUs, το QIIME υπερεκτιμά την 
συνθετότητα του δείγματος, το UPARSE είναι πιο συντηρητικό 
φθάνοντας την αναγνώριση των OTUs σε ποσοστό 64% του 
πραγματικού αριθμού, τα ποσοστά του mothur ήταν ποσοτικά 
παρόμοια με αυτά του QIIME, το MICCA προσέγγισε την καλύτερη 
απόδοση φθάνοντας το ποσοστό του 77% του πραγματικού 
αριθμού των OTUs. Φαίνεται ότι το MICCA παρέχει μια πιο 
ρεαλιστική εκτίμηση του αριθμού των OTUs και σε πιο σπάνια είδη.
Πίνακας 1.
Λίστα με το λογισμικό που είναι ενσωματωμένο και διαθέσιμο στην πλατφόρμα 
ανάλυσης MICCA.
Πηγή : Davide A. et al.(2015)__________________________________
Εντολή Περιγραφή Εργαλεία Σημειώσεις
micca-preproc • Αφαίρεση των 
εκκινητών 5' και 
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Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη των διαφορών 
που παρουσιάζουν τα μικροβιώματα διαφορετικών ειδών ψαριών της 
λίμνης Κάρλας, με έμφαση στα τοξικά βακτήρια. Το μικροβίωμα του 
πεπτικού σωλήνα των τεσσάρων κυρίαρχων ειδών ψαριών της λίμνης 
Κάρλας, που αποτελούν και αλίευμα, προσδιορίστηκε σε δύο 
διαφορετικές εποχές του χρόνου. Επισημαίνεται η ύπαρξη ή μη τοξικών 
βακτηρίων που μπορεί να σχετίζονται με το φαινόμενο των μαζικών 
θανάτων ιχθυοπανίδας και πτηνών που παρατηρήθηκε στην λίμνη την 
περίοδο της δειγματοληψίας.
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
13.1. Δείγματα
Τα δείγματα προέρχονται από τέσσερα είδη ψαριών που 
συλλέχθηκαν με πειραματική αλιεία από σταθμό δειγματοληψίας της 
λίμνης Κάρλα. Πραγματοποιήθηκαν τρεις δειγματοληψίες δυο για την 
ψυχρή περίοδο 5 και 18 Μαρτίου του 2015 και μία για την θερμή περίοδο 
στις 18 Ιουνίου του 2015. Έγινε ανατομική εξαγωγή του πεπτικού 
σωλήνα και διατήρηση του περιεχομένου σε διάλυμα αιθανόλης 80% 
στους -200C. Τα είδη ψαριών και ο αριθμός των δειγμάτων που 
συλλέχθηκαν σε κάθε δειγματοληψία αναφέρονται στον Πίνακα 2:







δειγμάτωνΕίδος ψαριού Αριθμοί δειγμάτων
Κυπρίνος (Cyprinus carpio) 9 δείγματα 7 δείγματα
Πεταλούδα (Carasius gibelio) 7 δείγματα 6 δείγματα
Θεσσαλότσιρκο (Alburnus 
thessalicus) 9 δείγματα 10 δείγματα
Ηλιόψαρο (Leamis gibbasus) 2 δείγματα 3 δείγματα
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13.2. Εξαγωγή του ολικού γενετικού υλικού από τα 
δείγματα (DNA extraction)
Για την εξαγωγή του ολικού DNA από τα δείγματα χρησιμοποιήθηκε 
τυποποιημένο πακέτο αντιδραστηρίων, PureLink DNA Purification Kit της 
εταιρίας ThermoFisher SCIENTIFIC, χρησιμοποιώντας τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. Μετά το πέρας της απομόνωσης, το DNA, ελέγχεται 
ποιοτικά και ποσοτικά με φωτομέτρηση, μετρώντας την απορρόφηση του 
φωτός σε μήκος κύματος 260nm, καθώς και με ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 1% βάρος κατα όγκο.
13.3. Ενίσχυση του βακτηριακού DNA με την μέθοδο της 
PCR και του DNA barcode 16S rRNA
Eκκινnτές ( primers):




Με τους συγκεκριμένους εκκινητές ενισχύεται μια περιοχή με μήκος 
450bp (ζεύγη βάσεων) μεταξύ των V3-V4 υπερμεταβλητών περιοχών του 
γονιδίου που κωδικοποιεί την 16S ριβοσωμική υπομονάδα των 
βακτηρίων.
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Το βασικό διάλυυα (Master Mix)
MASTER MIX




• Αποστειοωμένο νεξό 
ddH2O Μέχοι τελικό όγκο 50υ l
• Ρυθυιστικό διάλυυα Buffer 
10X 5 υ l 1X
• dNTPs 10mM 0.5 μ l 0.2mM/από κάθε ένα
• primers 10 υΜ 0 . 5 u I Forward 
0 . 5 u I Reverse 0 . 2 u M
• MgCl2 25mM Από 1μΙ έως 5μΙ >1.5mM
• Taq πολυυεξάση 0.2μΙ 0.5 U
• Τελικός όγκος 50μΙ/ ανά δείγμα
Ποογοαυυατισυός των κύκλων του θεουοκυκλοποιητή
Για την ενίσχυση του γονιδίου 16SrRNA
ΒΗΜΑ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ
Αοχική Αποδιαταξη 
(Initial Denaturation) 95°C 5 λεπτά
Αποδιάταξη
(Denaturation) 95°C 40 δευτεοόλεπτα
Υβοιδισμός εκκινητών 
(annealing) 53°C 40 δευτεοόλεπτα
Επιμήκυνση
(extension) 72°C 30 δευτεοόλεπτα
Τελική επιμήκυνση 
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13.4. Ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος των προϊόντων 
της PCR
0 ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός των προϊόντων της PCR έγινε 
με ηλεκτροφόρηση σε πήκτη αγαρόζης 2% βάρος κατ'όγκο, όπου μαζί με 
τα δείγματα ηλεκτροφορείται και ένας μάρτυρας με γνωστού μεγέθους 
τμήματα DNA (ladder) και ακολουθεί η παρατήρηση του πηκτώματος σε 
λάμπα υπεριώδους φωτός (UV transilluminator).
Αφού γίνει η φωτογράφηση του πηκτώματος γίνεται εμφάνιση της 
εικόνας:
ladder ATI ΑΤ3 ΑΤ4 ΑΤ5 ΑΤ6 ΑΤ7 ΑΤ8 ΑΤ9 ΑΤ10 CGI CG2 ladder ΑΤ2:1 ΑΤ22 ΑΤ2:3 ΑΤ2:4 ΑΤ2:5 ΑΤ2:6 ΑΤ2:7 ΑΤ2:8 ΑΤ2:9 ΑΤ2:10 CG2:1
ο
Ι Η
fc · ·» ■· m · Μ  w m  m m
ladder
CG4 CG5 CG6 CG8 CC3 CC4 CC7 CC8 CC9 CC10 LG1 LG2
s = j
CG22 CG2:3 CG2:4 CG2:6 CG2:7 CC2:1 CC22 CC2J CC2:4 CC2:5
* m i
-  ~  -
Εικόνα 6: Προϊόντα PCR απο δειγματοληψία ψυχρής Εικόνα 7: Προϊόντα PCR απο δειγματοληψία
περιόδου θερμής περιόδου
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13.5. Προβλήματα κατά την διαδικασία ενίσχυσης του 
16S rRNA γονιδίου
Κατά την διάρκεια εκτέλεσης της μεθόδου PCR ορισμένα δείγματα μετά 
την ενίσχυση δεν εμφάνιζαν προϊόν κατά την ηλεκτροφόρηση τους.
Για την επίλυση του προβλήματος δοκιμάσαμε τις εξής ενέργειες :
1. Αραίωση των δειγμάτων ολικού DNA 1/5, 1/10, (CG6,CG8,CG2)
2. Αλλαγή της αρχικής ποσότητας της μήτρας του DNA από 2μΙ , σε 
0.5μΙ, 1.5μΙ, 3μΙ, 5μΙ, 8μΙ προσαρμόζοντας αντίστοιχα την 
ποσότητα ddH2O στο master - mix
3. Συνδυασμός των παραπάνω
4. Αλλαγή της ποσότητας του MgCl2 από 1μΙ σε 5μΙ ανα δείγμα
5. Αλλαγή της Tαq πολυμεράσης με Tαq Nova
6. Αλλαγή του ρυθμιστικού διαλύματος
7. καθαρισμός εκ νέου του ολικού DNA με της μέθοδο φαινόλης - 
χλωροφορμίου
13.6. Καθαρισμός των προϊόντων PCR και προετοιμασία 
τους για αλληλούχιση (DNA purification)
Για να γίνει αλληλούχιση των δειγμάτων που τελικά ενισχύσαμε το 
βακτηριακό DNA τους με την PCR, χρειάζεται να γίνει καθαρισμός τους 
έτσι ώστε να απομακρυνθούν τυχών άλατα, ένζυμα κ.α που μπορεί να 
έχουν παραμείνει στα δείγματα από την προηγούμενη επεξεργασία τους 
και θα παρεμποδίσουν τις αντιδράσεις της αλληλούχισης. Για τον 
καθαρισμό τους χρησιμοποιήσαμε ένα εμπορευματοποιημένο σύστημα 
αντιδραστηρίων και υλικών (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up) της 
εταιρίας Marcherey-Nagel (REF 740609.250) ακολουθώντας το 
πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Για κάθε είδος ψαριού δημιουργήθηκαν 
2 συλλεκτικά δείγματα, ένα για κάθε εποχή:
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ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΚΑΘΑΡΙΣΜΕΝΑ PCR 
ΠΟΥ ΣΥΝΕΝΩΘΗΚΑΝ ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΣΕ
Kl
ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΨΥΧΡΗΣ ΠΕΡΙΟΔΟΥ
AT1 AT1+AT3+AT4+AT5AT6+AT7+AT8+AT9+AT10 225 μ l
CG1 CG1+CG2+CG4+CG5+CG6+CG8 150μ l
CC1 CC3(S+1) + CC4(S+I) + CC7(S+I) CC8(S+1)+CC9(S+I) + CC10(S+I) 150μ l
LG1 LG1+LG2 50μ l
ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΘΕΡΜΗΣ ΠΕΡΙΟΔΟΥ
AT2
ΑΤ2: 1 + ΑΤ2:2+ ΑΤ2:3+ ΑΤ2:4 
ΑΤ2:5+ ΑΤ2:6+ ΑΤ2:7+ ΑΤ2:8 
ΑΤ2:9+ ΑΤ2:10
250μ l
CG2 CG2:1+ CG2:2+ CG2:3+ CG2:4 CG2:6+ CG2:7 150μ l
CC2 CC2:1+ CC2:2+ CC2:3+ CC2:4 CC2:5+ CC2:6+ CC2:7 175 μ l
LG2 LG2:2+LG2:3 100kI
H συνένωση των δειγμάτων σε 8 συλλεκτικά δείγματα έγινε επειδή ο 
σκοπός της έρευνας δεν ήταν η ποσοτικοποίηση των ειδών των 
βακτηρίων αλλά η ταυτοποίηση τους ανά είδος ψαριού και περίοδο 
δειγματοληψίας καθώς και για λόγους οικονομίας.
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13.7. Αλληλούχιση και ανάλυση των δεδομένων 
αλληλούχισης
Η αλληλούχισή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με αναλυτή της 
τεχνολογίας Illumina Hi Seq2000. Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης 
παραδόθηκαν σε μορφή αρχείου fastq μαζί με μια πρώτη ανάλυση τους 
και πληροφορίες για την διαδικασία που ακολουθήθηκε από το 
εργαστήριο για την επεξεργασία και αλληλούχιση των δειγμάτων.
Τα αρχεία fastq είναι αρχεία κειμένου, στα οποία περιέχεται τόσο η 
βιολογική πληροφορία (αλληλουχία) όσο και η ποιοτική πληροφορία για 
την αξιοπιστία της αλληλούχησης ανά βάση. Στα βήματα που θα 
ακολουθήσουν θα γίνει ποιοτικός έλεγχος και φιλτράρισμα, ώστε να 
εντοπιστούν και να απομακρυνθούν από την ανάλυση οι μη αξιόπιστες 
αλληλουχίες, η ομαδοποίηση τους σε λειτουργικές ταξινομικές μονάδες, 
operational taxonomic units (OTUs) και τέλος η αντιστοίχιση των OTUs 
με τα taxa που αντιπροσωπεύουν. Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήσαμε 
το λογισμικό micca (MICrobial Community Analysis), μια πλατφόρμα που 
περιέχει τα παρακάτω λογισμικά προγράμματα : •
• VSEARCH χρησιμοποιείται για τις 'εντολές'(commands), στην 
ταξινόμηση, στο φιλτράρισμα και στην αντιστοίχιση σε OTUs των 
αλληλουχιών
• MUSCLE χρησιμοποιείται για τις εντολές στην στοίχιση πολλαπλών 
αλληλούχιών (msa, multiple-sequence-alignement) και στην 
δημιουργία φυλογενετικών δέντρων
• FastTree χρησιμοποιείται για την εντολή δημιουργίας 
φυλογενετικού δέντρου
• Cutadapt χρησιμοποιείται για την εντολή αποκοπής των τμημάτων 
που περιέχουν τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR 
(trim)
• RDP βάση δεδομένων για την ταξινόμηση (classify)
• swarm λογισμικό για την ανίχνευση των OTUs
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ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ
1) Συννώνευση αλληλουνιών paired-end
Η αλληλούχηση που πραγματοποιήθηκε ήταν paired-end, δηλαδή το pcr 
προϊόν αλληλουχήθηκε και προς τις δυο κατευθύνσεις, για αυτό τον λόγο 
το πρώτο βήμα είναι να ενωθούν οι paired-end αλληλουχίες ώστε να 
προκύψει η συναινετική αλληλουχία. Αυτό γίνεται μέσω του πακέτου 
micca mergepairs με την παρακάτω εντολή:
micca mergepairs -i fastq/*_R1*.fastq -o merged.fastq 
-l 100 -d 32
όπου -i σημαίνει input file, -o output file, η σύνταξη *_R1*.fastq είναι ο 
τρόπος εισαγωγής δεδομένων αλληλούχησης paired-end από illumina, -l 
το ελάχιστο μήκος αλληλεπικάλυψης (100 βάσεις) και -d ο μέγιστος 
αριθμός αναντιστοιχιών (32).
2) Αναθεση των αλληλουνιών στα αντίκρ ισα δείγματα
Η αλληλούχιση που πραγματοποιήσαμε ήταν κοινή για όλα τα δείγματα, 
αφού προηγουμένως είχε προστεθεί μια ειδική αλληλουχία-«ετικέτα» 
οκτώ βάσεων σε κάθε ένα από αυτά. Για αυτόν το λόγο, το επόμενο βήμα 
ήταν η ανάθεση των αλληλουχιών στα δείγματα που αντιστοιχούν καθώς 
και η απομάκρυνση της αλληλουχίας-«ετικέτα». Τα παραπάνω 
πραγματοποιήθηκαν μέσω του πακέτου mica split με την παρακάτω 
εντολή:
micca split -i FILE -o FILE -b FILE [-n FILE] [-c FILE] [- 
e MAXE] [-f {fastq,fasta}]
όπου -i σημαίνει input file, -ο output file, -b barcode file, -n notmatched 
file, -c counts file, -e maximum number of allowed errors (όπου 
χρησιμοποιήσαμε) και -f format.
48
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
3)Απουάκουνση Tnc αλληλουνίαο των εκκινήτων
Το επόμενο βήμα είναι η απομάκρυνση των αλληλουχιών των εκκινήτων 
από τις αλληλουχίες, καθώς και η απομάκρυνση αλληλουχιών από τις 
οποίες λείπει έστω και ένας από τους δυο εκκινητές. Το παραπάνω βήμα 
πραγματοποιήθηκε μέσω του πακέτου micca trim με την παρακάτω 
εντολή:
micca trim -i merged.fastq -o trimmed.fastq -w 
CCTACGGGNGGCWGCAG -r GACTACNVGGGTWTCTAATCC 
-W -R
όπου -I σημαίνει input file, -o output file, -w απομάκρυνση της 
αλληλουχίας forward primer sequence, -r απομάκρυνση της αλληλουχίας 
reversed primer sequence και -W και -R με τις επιλογές --duforward και 
--dureverse αντίστοιχα απομακρύνουν αλληλουχίες που λείπει ο ένας 
από τους δύο primers
4. Ποιοτικό ωιλτοάοισυα των αλληλουσιών
Για την παραγωγή υψηλής ποιότητας OTUs απαραίτητη προϋπόθεση είναι 
η χρήση υψηλής ποιότητας reads. Για το λόγο αυτό έγινε φιλτράρισμα 
των αλληλουχιών με βάση το maximum allowed expected error (EE) rate
Διάγραμμα 1 Το ποσοστό των αλληλουχιών που θα περάσουν το φιλτράρισμα 
ανάλογα με την παράμετρο Max EE rate %
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Το πακέτο micca filterstats μας δίνει πληροφορίες για τον αριθμό των
αναγνωσμένων αλληλουχιών που θα περάσουν το φιλτράρισμα σε
διάφορες τιμές max e και διαφορετικά μεγέθη. Με βάση τα παραπάνω
εκτιμήθηκαν τα κατώτατα όρια που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση. Το
παραπάνω έγινε μέσω της εντολής:
micca filterstats -i trimmed.fastq -o filterstats
όπου-i σημαίνει input file και -o output file
5. ποοσδιοοισυόο των παοαυέτοων για το ποιοτικό ωιλτοάοισυα
Αφού προσδιορίσθηκαν οι επιθυμητές τιμές όσον αφορά το max e και το 
μέγεθος, το φιλτράρισμα των αλληλουχιών έγινε με το πακέτο micca 
filter μέσω της παρακάτω εντολής:
micca filter -i trimmed.fastq -o filtered.fasta -e 0.5 -m 
400
όπου -i σημαίνει input file, -ο output file, -e maxerate και -m minimum 
length. Χρησιμοποιήσαμε ως επιτρεπτή τιμή λάθους το 0.5, δηλαδή 0.5 
λάθη ανά εκατό βάσεις, και ελάχιστο όριο μεγέθους αλληλουχίας οι 400 
βάσεις.
6. Χαοακτηοισυόο τηο ταΕινουικήο δουήο των δεινυάτων
Σε αυτό το βήμα έγινε ο χαρακτηρισμός τις ταξινομικής οργάνωσης των 
δειγμάτων, δηλαδή η οργάνωση των αλληλουχιών σε OTUs. Το 
παραπάνω εξαρτάται από το ποσοστό ομοιότητας που επιτρέπεται, ένα 
ποσοστό ομοιότητας 97% είναι αυτό που συνήθως χρησιμοποιείται για 
βακτηριακά είδη. Επίσης, σε αυτό το στάδιο έγινε ο εντοπισμός και η 
απομάκρυνση χιμαιρικών αλληλουχιών που είχαν προκύψει στο στάδιο 
της pcr. Τα παραπάνω έγιναν με το πακέτο micca otu μέσω της 
παρακάτω εντολής:
micca otu -i filtered.fasta -o denovo_greedy_otus -m -­
method denovo_greedy -d 0.97 -c -t 4
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όπου -i σημαίνει input file, -o output file, -m μέθοδος ομαδοποίησης, -d 
ποσοστό ομοιότητας, -c απομάκρυνση χιμαιρικών αλληλουχιών και -t 
αριθμός threads που θα χρησιμοποιηθούν.
6. ΤαΕινουικόο ποοσδιοοισυόο των OTUs
Το τελευταίο βήμα ήταν η αντιστοίχιση των αλληλουχιών των OTUs με τα 
αντίστοιχα taxa. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε η βάση δεδομένων 
RDP (Ribosomal Database Project) και το πακέτο micca classify μέσω της 
παρακάτω εντολής:
miccaclassify -m rdp -i denovo_greedy_otus/otus.fasta 
-o denovo_greedy_otus/taxa.txt
όπου -m σημαίνει μέθοδος ταξινόμησης, -i input file και -o output file.
13.8. Στατιστική ανάλυση
Για την στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το 
πρόγραμμα micca καθώς και το πρόγραμμα Microsoft excel. Το 
πρόγραμμα micca συμπεριέλαβε τα αποτελέσματα των αλληλουχιών που 
ανα OTU αντιστοιχούσε ποσοστό επί του συνόλου των αναγνωσμένων 
αλληλουχιών > 0.1%. Για την δημιουργία διαγραμμάτων στο excel 
χρησιμοποιήθηκαν όλες οι αλληλουχίες που είχαν αριθμό αναγνωσμένων 
αλληλουχιών > 3 ανά OTU .
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
4.1. Αλληλούχιση και βιοπληροφορική επεξεργασία 
αποτελεσμάτων
Η αλληλούχιση των οκτώ δειγμάτων που αναφέρθηκαν παραπάνω, είχε 
ως αποτέλεσμα την παραγωγή 940605 αναγνωσμένων αλληλουχιών.
Μετά τις διαδικασίες ποιοτικού φιλτραρίσματος των αλληλουχιών και την 
απομάκρυνση των χιμαιρικών αλληλουχιιών παρέμειναν 569432 
αλληλουχίες υψηλής ποιότητας. Αυτές οι αλληλουχίες αντιπροσωπεύουν 
138 λειτουργικές ταξινομικές μονάδες (OTUs), οι οποίες στη συνέχεια 
αντιστοιχηθήκαν σε taxa. Ο προσδιορισμός των ειδών των βακτηρίων 







Έτσι ταυτοποιήθηκαν συνολικά 13 διαφορετικά φύλα βακτηρίων και 
μια κατηγορία άγνωστων αλληλουχιών (Unclassified).
Σε επίπεδο τάξης ταυτοποιήθηκαν συνολικά 26 τάξεις βακτηρίων και σε 
επίπεδο γένους ταυτοποιήθηκαν 137 γένη.
Στους πίνακες που παρατίθενται στο Παραρτημα φαίνεται ο αριθμός των 
αναγνωσμένων αλληλουχιών/Ο^ που αντιστοιχούν για κάθε ταξινομική 
ομάδα ανά είδος ψαριού για την ψυχρή περίοδο (Πίνακας 5) και την 
θερμή περίοδο (Πίνακας 6). Με διαφορετικά χρώματα ομαδοποιούνται σε 
επίπεδο τάξης τα γένη των βακτηρίων.
Για ευκολία στους πίνακες και τα διαγράμματα τα τέσσερα είδη 
αναγράφονται με τα αρχικά του επιστημονικού τους ονόματος και τον 
αριθμό 1 για την ψυχρή και 2 για την θερμή περίοδο δειγματοληψίας :
• Alburnus thessalicus : ΑΤ
• Carasius gibelio : CG
• Lepomis gibbosus : LG
• Cyprinus caprio : CC
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4.2. Τα φύλα/τάξεις των βακτηρίων που 
ανιχνεύτηκαν και τα ποσοστά τους
Ποιοτική εκτίμηση των αποτελεσμάτων, συγκρίνοντας τα ποσοστά % 
του συνόλου των αναγνωσμένων αλληλουχιών / OTU και για τα τέσσερα 
είδη ψαριών την ψυχρή περίοδο όπως φαίνεται στα Γράφημα 1,2 
εμφανίζει ως επικρατέστερα φύλα βακτηρίων τα
1) Proteobacteria(31,59%), εκ των οποίων Gammaproteobacteria 
(17,41%), Alphaproteobacteria (6,03%), Betaproteobacteria (5,00%) 
Deltaproteobacteria (3,15%),
2) Firmicutes (12,29%), 3) Actinobacteria (11,83%), 4) Sphingobaceria 
(10,97%) 5) Planctomycetes (9,53%), 6) Verrucomicrobia (9,03%), 7) 
Unclassified ( 6,09%) 8) Synergistetes (1,79%), 9) Cyanobacteria 
(1,48%), 10) Armatinonadetes (1,47%), 11) Fusobacteria (1,06%).
Ψυχρή περίοδος














0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
ΠΟΣΟΣΤΟ
Γράφημα 1 Στο γράφημα αυτό φαίνονται το άθροισμα των ποσοστών των reads/OTU που 
συγκέντρωσε το κάθε φύλο βακτηρίου και στα τέσσερα είδη ψαριών (AT1+CG1+LG1+CC1) την 
ψυχρή περίοδο.
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Ψ υχρή π ερ ίοδος
Ά θρο ισ μα  π οσ οσ τώ ν τω ν reads/φύλο συνολικά στα 4 είδη ψ αρ ιώ ν
ΠΟΣΟΣΤΟ
Γράφημα 2 Στο γράφημα αυτό φαίνονται το άθροισμα των ποσοστών των reads/OTU που 
συγκέντρωσε το κάθε φύλο βακτηρίου και στα τέσσερα είδη ψαριών (AT1+CG1+LG1+CC1) την 
ψυχρή περίοδο.
Με μικρότερα ποσοστά αναΥνωσμένων αλληλουχιών ανιχνεύτηκαν τα 
φύλα (Γράφημα2) Synergistetes (1,79%), Cyanobacteria (1,48%) 
Armatimonadetes (1,47%), Fusobacteria (1,06%), Chloroflexi
Unclassified (0,41%), Saccharibacteria (0,68%), Chloroflexi
Anaerolineae (0,41%), Firmicutes Erysipelotrichia ( 0,23%), Chloroflexi 
Caldilineae (0,18%), Flavobacteria (0,11%), Bacteroidia (0,03%), 
Firmicutes Negativicutes ( 0.01%).
Αντίστοιχα για την θερμή περίοδο τα επικρατέστερα φύλα που 
συγκέντρωσαν τον μεγαλύτερο αριθμό αναγνωσμένων αλληλουχιών 
/OTU γραφήματα (3,4) ήταν
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1) Firmicutes (37,62%), εκ των οποίων επικρατέστερα ήταν τα 
Clostridia (35,75%),
2) Fusobacteria (34,42%),
3) Proteobacteria (24,55%), εκ των οποίων επικρατέστερα ήταν τα 
Gammaproteobacteria (24,07%),
4) Actinobacteria 1,08%
ενώ τα ποσοστά των υπόλοιπων φύλων ήταν κάτω από 0,5%.
Θερμή περίοδος


























Γράφημα 3 Στο γράφημα αυτό φαίνεται το άθροισμα των ποσοστών των reads/OTU που συγκέντρωσε το 
κάθε φύλο βακτηρίου για κάθε ένα από τα τέσσερα είδη ψαριών (AT2+CG2+LG2+CC2) την θερμή 
περίοδο.
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Θ ερ μή  π ερ ίο δ ο ς
Ά θ ρ ο ισ μ α  π ο σ ο σ τώ ν  τω ν  reads/φ ύλο σ υ νολ ικά  στα  4 είδη ψ α ρ ιώ ν
ΠΟΣΟΣΤΟ














Γράφημα 4 Στο γράφημα αυτό φαίνεται το άθροισμα των ποσοστών των reads/OTU που συγκέντρωσε το 
κάθε φύλο βακτηρίου για κάθε ένα από τα τέσσερα είδη ψαριών (AT2+CG2+LG2+CC2) την θερμή 
περίοδο.
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4.3. Ποσοστά reads για κάθε φύλο 
βακτηρίου που αντιστοιχούν σε κάθε 
είδος ψαριού
Για κάθε είδος ψαριού ο αριθμός των αναγνωσμένων αλληλουχιών 
που αντιστοιχεί σε κάθε OTU είναι διαφορετικός ωστόσο φαίνεται ότι 
μεγάλοι αριθμοί αναγνωσμένων αλληλουχιών για ορισμένα φύλα 
βακτηρίων εμφανίζονται ταυτόχρονα και στα 4 είδη ψαριών γεγονός που 
υποστηρίζει την ανάπτυξη των συγκεκριμένων βακτηρίων σε μεγαλύτερο 
βαθμό από τα υπόλοιπα φύλα (Γραφήματα 5 και 6, ψυχρή περίοδος) 
(Γράφημα 7, θερμή περίοδος).
Ψυχρή περίοδος
τα είδη των βακτηριακών φύλων και η κατανομή των ποσοστών των reads 
που συμμετείχαν στο στομαχικό περιεχόμενο σε κάθε είδος ψαριού
ΠΟΣΟΣΤΟ




Γράφημα 5 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα ποσοστά των reads/OTU που συγκέντρωσε το κάθε φύλο 
βακτηρίου για κάθε ένα από τα τέσσερα είδη ψαριών (AT1,CG1,LG1,CC1) την ψυχρή περίοδο.
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Στην ψυχρή περίοδο βλέπουμε ότι ταυτοποιούνται περισσότερα φύλα 
βακτηρίων με σημαντικά ποσοστά αναγνωσμένων αλληλουχιών για κάθε 
είδος ψαριού. Επικρατέστερα είναι τα Gamma Proteobacteria, 
Actinobacteria, Spingobacteria, Planctomycetes, Verrucomicrobia, 
Firrmicutes με ποσοστά >30% συνολικά και στα 4 είδη, ενώ τα 
υπόλοιπα φύλα συμμετέχουν με μικρότερα ποσοστά (1-8%) όπως 
φαίνεται στο Γράφημα 6.
Ψυχρή περίοδος
τα είδη των βακτηριακών φύλων και η κατανομή των ποσοστών των reads 









Chloroflexi ;Anaeroli neae 
Firmicutes;Erysipelotrichia 





0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
ΠΟΣΟΣΤΟ




Γράφημα 6 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα ποσοστά των reads/OTU που συγκέντρωσε το κάθε φύλο 
βακτηρίου για κάθε ένα από τα τέσσερα είδη ψαριών (AT1,CG1,LG1,CC1) την ψυχρή περίοδο.
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Στην θερμή περίοδο βλέπουμε να επικρατούν τρία κυρίως φύλα των 
Firmicutes (Clostridia), Fusobacteria και των Gamma proteobacteria
Θερμή Περίοδος
τα είδη των βακτηριακών φύλων και η κατανομή των ποσοστώ ν των reads 
που συμμετείχαν στο στομαχικό περιεχόμενο σε κάθε είδος ψαριού







19,1 49,8 47,1 27,0
-
59,6 1 6 46,2 30,2
-







Γράφημα 7 Στο γράφημα αυτό φαίνονται το άθροισμα των ποσοστών των reads/OTU που συγκέντρωσε το 
κάθε φύλο βακτηρίου και στα τέσσερα είδη ψαριών (AT2+CG2+LG2+CC2) την 
θερμή περίοδο.
59
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
Φαίνεται ότι μεταξύ της ψυχρής και της θερμής περιόδου η ποικιλία 
των φύλων των βακτηρίων που επικρατούν παρουσιάζει σημαντικές 
διαφορές καθώς μεγαλύτερη ποικιλία παρατηρείται την ψυχρή περίοδο 
(Μάρτιος) και μικρότερη την θερμή (Ιούνιος). Πιο συγκεκριμένα την 
ψυχρή περίοδο για τα τρία επικρατέστερα φύλα βακτηρίων τα ποσοστά 
για κάθε είδος ψαριού ήταν:
1. Proteobacteria ( Gammaproteobacteria)
• στο είδος AT (Alburnus thessalicus ) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 21,1% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CG (Carasius gibelio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 26,8% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος LG (Lepomis gibbosus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 16,4% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CC (Cyprinus caprio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 5,3% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
2. Actinobacteria
• στο είδος AT (Alburnus thessalicus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 5,8% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CG (Carasius gibelio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 23,0% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος LG (Lepomis gibbosus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 3,6% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CC (Cyprinus caprio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 15,0% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
3. Sphingobacteriia
• στο είδος AT (Alburnus thessalicus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 17,4% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CG (Carasius gibelio) αντιστοιχούσε το
ποσοστό 0,1% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
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• στο είδος LG (Lepomis gibbosus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 26,2% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CC (Cyprinus caprio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 0,2% του συνόλου reads / είδος/περίοδο.
Τα ποσοστά ανά είδος για τα υπόλοιπα φύλα βακτηρίων την ψυχρή 
περίοδο φαίνονται στον παρακάτω πίνακα 7:
OTU AT1 % C G 1%






V errucom icrob ia;V errucom icrob iae 3,9 12,2 0,2 19,8 36,104 9,03
U nclass ified 12,4 1,6 10,2 0,2 24,341 6,09
S ynerg is te tes 1,1 0,1 0,2 5,8 7,178 1,79
S pirochaetes 0,0 0,0 0,0 0,0 0,008 0,00
S phingobacteriia 17,4 0,1 26,2 0,2 43,888 10,97
S accharibacte ria 0,4 0,6 0,9 0,9 2,731 0,68
P roteobacte ria ;G am m aproteobacteria 21,1 26,8 16,4 5,3 69,637 17,41
Proteobacte ria ;D e ltap ro teobacte ria 7,2 0,1 5,0 0,3 12,586 3,15
P roteobacte ria ;B e tapro teobacteria 2,0 3,8 2,8 11,5 20,013 5,00
Proteobacte ria ;A lphapro teobacteria 2,8 4,4 6,6 10,4 24,120 6,03
P lanc tom yce te s ;P lan c to m yce tia 8,7 10,7 15,7 3,1 38,122 9,53
F usobacteria 0,9 2,1 0,2 1,0 4,250 1,06
F lavobacte riia 0,0 0,2 0,0 0,2 0,437 0,11
F irm icu tes; U nclassified 1,4 0,3 0,2 1,8 3,681 0,92
F irm icu tes ;N egativ icu tes 0,0 0,0 0,0 0,0 0,032 0,01
F irm icu tes ;E rys ipe lo trich ia 0,3 0,0 0,4 0,2 0,923 0,23
F irm icu tes;C lostrid ia 6,4 1,4 4,8 2,8 15,343 3,84
F irm icu tes ;B ac illi 2 ,6 11,1 1,9 16,2 31,677 7,92
C yanobacteria 1,8 1,4 0,2 2,6 5,908 1,48
Chloroflexi; U nclassified 1,1 0,2 1,0 0,8 3,133 0,78
C h loro flex i;C ald ilineae 0,2 0,0 0,1 0,5 0,715 0,18
C h loro flex i;A naero lineae 0,2 0,0 0,2 1,2 1,644 0,41
B actero id ia 0,0 0,0 0,0 0,0 0,113 0,03
A rm atim onadetes 2,3 0,0 3,5 0,0 5,884 1,47
A ctinobacte ria 5,8 23,0 3,6 15,0 47,330 11,83
Πίνακας 7 Ομαδοποίηση των βακτηρίων σε επίπεδο φύλου και κλάσης ανά είδος ψαριού
ΑΤ1, CG1,LG1,CC1 για την ψυχρή περίοδο .
Δίνονται τα ποσοστά του αριθμού των reads κάθε είδος ψαριού και το συνολικό ποσοστό 
reads / τάξη βακτηρίου στο σύνολο των reads.
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Αντίστοιχα τα ποσοστά για τα τρία επικρατέστερα φύλα ανά είδος την 
θερμή περίοδο:
1. Firmicutes Clostridia
• στο είδος ΑΤ (Alburnus thessalicus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 19,1% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CG (Carasius gibelio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 49,8% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος LG (Lepomis gibbosus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 47,1% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CC (Cyprinus caprio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 27%% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
2. Fusobacteria
• στο είδος ΑΤ (Alburnus thessalicus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 59,6% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CG (Carasius gibelio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 1,60% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος LG (Lepomis gibbosus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 46,2% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CC (Cyprinus caprio) αντιστοιχούσε το
ποσοστό 30,2% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
3. Proteobacteria (Gammaproteobacteria)
• στο είδος ΑΤ (Alburnus thessalicus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 15,0% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CG (Carasius gibelio) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 44,5% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος LG (Lepomis gibbosus) αντιστοιχούσε το 
ποσοστό 5,6% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
• στο είδος CC (Cyprinus caprio) αντιστοιχούσε το
ποσοστό 31,1% του συνόλου reads / είδος/περίοδο
Τα ποσοστά ανά είδος για τα υπόλοιπα φύλα βακτηρίων την θερμή 
περίοδο φαίνονται στον παρακάτω πίνακα 8:
62
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
ΘΕΡΜΗ ΠΕΡΙΟΔΟΣ




Ποσοστο % /ΦΎΛΟ 
ΒΑΚΤΗΡΙΟΥ ΓΙΑ ΤΟ 
ΣΥΝΟΛΟ ΤΟΝ 
ΨΑΡΙΩΝ
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae 0,2 1,0 0,1 2,8 4,042 1,01
Unclassified 0,3 0,1 0,1 0,1 0,525 0,13
Synergistetes 0,0 0,0 0,0 0,0 0,048 0,01
Spirochaetes 0,0 0,0 0,0 0,1 0,052 0,01
Sphingobacteriia 0,7 0,0 0,0 0,0 0,790 0,20
Saccharibacteria 0,0 0,0 0,0 0,0 0,049 0,01
Proteobacteria;Gammaproteobacteria 15,0 44,5 5,6 31,1 96,277 24,07
Proteobacteria;Deltaproteobacteria 0,1 0,0 0,0 0,0 0,250 0,06
Proteobacteria;Betaproteobacteria 0,3 0,2 0,1 0,2 0,765 0,19
Proteobacteria;Alphaproteobacteria 0,2 0,4 0,2 0,2 0,923 0,23
Planctomycetes; Planctomycetia 0,4 0,7 0,0 0,3 1,424 0,36
Fusobacteria 59,6 1,6 46,2 30,2 137,675 34,42
Flavobacteriia 0,0 0,0 0,0 0,0 0,044 0,01
Firmicutes;Unclassified 0,0 0,2 0,0 0,6 0,850 0,21
Firmicutes;Negativicutes 0,1 0,0 0,0 0,0 0,118 0,03
Firmicutes;Erysipelotrichia 0,1 0,0 0,0 0,0 0,193 0,05
Firmicutes;Clostridia 19,1 49,8 47,1 27,0 143,001 35,75
Firmicutes;Bacilli 1,4 0,2 0,2 4,5 6,331 1,58
Cyanobacteria 0,1 0,3 0,0 0,2 0,691 0,17
Chloroflexi;Unclassified 0,0 0,1 0,0 0,0 0,101 0,03
Chloroflexi; Caldilineae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,040 0,01
Chloroflexi;Anaerolineae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,055 0,01
Bacteroidia 0,0 0,0 0,0 1,2 1,326 0,33
Armatimonadetes 0,1 0,0 0,1 0,0 0,199 0,05
Actinobacteria 2 2 0,8 0,2 1 2 4 314 108
Πίνακας 8 Ομαδοποίηση των βακτηρίων σε επίπεδο φύλου και κλάσης ανά είδος ψαριού 
ΑΤ2, CG2,LG2,CC2 για την θερμή περίοδο .
Δίνονται τα ποσοστά του αριθμού των reads κάθε είδος ψαριού και το συνολικό ποσοστό 
reads / τάξη βακτηρίου στο σύνολο των reads
Ακόμα ανάμεσα στα είδη των ψαριών τα επικρατέστερα φύλα έχουν 
διαφορετική κατανομή όπως φαίνεται στα παρακάτω γραφήματα 8,9 Το 
φύλο των Proteobacteria για το είδος ΑΤ και LG εμφανίζει μείωση την 
θερμή περίοδο ενώ για τα είδη CC και CG παρουσιάζει σχετική αύξηση 
την θερμή περίοδο. Το φύλο των Firmicutes για τα είδη των AT,CC,CG 
και LG παρουσιάζει σημαντική αύξηση την θερμή περίοδο. Το φύλο των
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Fusobacteria για τα είδη AT, CC και LG παρουσιάζει αύξηση ενώ για το 
είδος CG κυμένεται στα ίδια επίπεδα. Το φύλο του Bacteroidetes, 
απαντάται σε μεγαλύτερο ποσοστό στα είδη ΑΤ και LG, το φύλο του 
Planctomycetes απαντάται σε μικρότερο ποσοστό στο είδος CC. To φύλο 
των Actinobacteria απαντάται λιγότερο στα είδη AT και LG. To φύλο των 
Vurromicrobia δεν απαντάται στο είδος LG. Τα Cyanobacteria 
εμφανίζονται κυρίως στο είδος CC. Tα Chloroflexi εμφανίζονται κυρίως 














Γράφημα 8 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα φύλα βακτηρίων και στα τέσσερα είδη ψαριών 
(AT,CG,LG,CC) την ψυχρή και την θερμή περίοδο και η μεταξύ τους αναλογία. Κάθε ράβδος περιλαμβάνει 
σωρευμένα τα ποσοστά για κάθε επικρατές φύλο ανά είδος ψαριού και περίοδο. Κάθε φύλο αντιστοιχείται 
σε ένα χρώμα ίδιο για όλες τις στήλες.
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B a c te r ia ;B a c te r o id e te s ;S p h in g o b a c te r i ia ;S p h in g o b a c te r ia le s ;C h it in o p h a g a c e a e ;U n c la s s if ie d
B a c te r ia ;V e r ru c o m ic ro b ia ;S p a r to b a c te r ia ;S p a r to b a c te r ia _ g e n e ra J n c e r ta e _ s e d is ;S p a r to b a c te r ia _ g e n e ra J n c e r ta e _ s e d is ;  
B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s ;P r o p io n ib a c te r ia c e a e ;P r o p io n i b a c te r iu m  
B a c te r ia ;U n c la s s i f ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s iif ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d
B a c te r ia ; P r o te o b a c te r ia ;G a m m a p r o te o b a c te r ia ;X a n th o m o n a d a le s ;X a n th o m o n a d a c e a e ;S te n o tr o p h o m o n a s
B a c te r ia ;P la n c to m y c e te s ;P la n c to m y c e t ia ;P la n c to m y c e ta le s ;P la n c to m y c e ta c e a e ;S c h le s n e r ia
B a c te r ia ; P la n c to m y c e te s ;P la n c to m y c e t ia ;P la n c to m y c e ta le s ;P la n c to m y c e ta c e a e ;  U n c la s s if ie d
B a c te r ia ;F ir m ic u te s ;B a c i l l i ;L a c to b a c i l la le s ;S t re p to c o c c a c e a e ;  S tre p to c o c c u s
B a c te r ia ; P r o te o b a c te r ia ;D e lta p ro te o b a c te r ia ;M y x o c o c c a le s ;  L a b i I i t r ic h a c e a e ; La b i l i t h r ix
B a c te r ia ; F irm ic u te s ;B a c i Hi ;B a c i I la le s ;L is te r ia c e a e ;B ro c h o th r ix
B a c te r ia ;P r o te o b a c te r ia ;G a m m a p r o te o b a c te r ia ;V ib r io n a le s ;V ib r io n a c e a e ;  U n c la s s if ie d  
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Γράφημα 9 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα φύλα βακτηρίων και στα τέσσερα είδη ψαριών 
(AT,CG,LG,CC) την ψυχρή και την θερμή περίοδο και η μεταξύ τους αναλογία. Κάθε ράβδος περιλαμβάνει 
σωρευμένα τα ποσοστά για κάθε επικρατές φύλο ανά είδος ψαριού και για τις δυο περιόδους. Κάθε φύλο 
αντιστοιχείται σε ένα χρώμα ίδιο για όλες τις στήλες.
Στο παραπάνω γράφημα 9 για την ψυχρή και για την θερμή περίοδο 
το άθροισμα των ποσοστών για κάθε φύλο βακτηρίου ανά είδος ψαρού 
δίχνεται η επικράτιση του φύλλου των Proteobacteria, Firmicutes και 
των Fusobacteria έναντι των υπολοίπων φύλλων.
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4.4. Σύγκριση reads ανά γένος βακτηρίου και ανά 
είδος ψαριού
Από την ανάλυση προέκυψαν ακόμα πληροφορίες για τα γένη των 
βακτηρίων που εμφανίστηκαν σε μεγαλύτερους αριθμούς reads και 
αποτελούν μέρος της φυσιολογικής χλωρίδας των ψαριών όπως φαίνεται 
στο παρακάτω Γράφημα 10 για την ψυχρή περίοδο και αντίστοιχα στο 
Γράφημα 11 για την θερμή περίοδο.
Γράφημα 10 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα γένη των βακτηρίων και στα τέσσερα είδη 
ψαριών (AT,CG,LG,CC) την ψυχρή περίοδο και η μεταξύ τους αναλογία. Κάθε ράβδος περιλαμβάνει τα 
ποσοστά για κάθε επικρατές είδος ανά είδος ψαριού . Κάθε είδος αντιστοιχείται σε ένα χρώμα ίδιο για όλες 
τις στήλες
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Παρατηρούμε ότι τα γένη Cetobacterium, Clostridium XI και Vibrio, 
επικρατούν στην χλωρίδα των ψαριών την θερμή περίοδο ενώ στην 
ψυχρή περίοδο επικρατούν τα γένη των Chitinophagaceae, 
Spartobacteria, Propionibacterium και Stenotrophomonas.
Bacteria; Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteria I es;Fusobacteriaceae; Cetobacterium 
Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae;Clostridium XI 
Bacteria; Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibnonaceae; Vibrio 
Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae l;llndassified
Bacteria; Proteobacteria;Gammaproteobacteri a; Enterobacteri ales; Enterobacteriaceae;Plesiomonas 
Bacteria; Proteobacteria;Gammaproteobacteri a; Aeromonadales;Aeromonadaceae;Aeromonas 
Bacteria; Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium 
Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae l;Clostridium sensu stricto 
Bacteria;Verrucomicrobia;Spartobacteria;Spartobacteria_genera_incertae_sedis;Spartobacteria_genera 
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; La ctobacillales;Streptococcaceae;Lactococcus 
Bacteria; Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteria I es;Fusobacteriaceae; Unclassified 
Bacteria; Acti nobacteria; Actino bacteria; Actinomycetales; Propionibacteriaceae; Propionibacterium
Γράφημα 11 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα γένη βακτηρίων και στα τέσσερα είδη 
ψαριών (AT,CG,LG,CC) την θερμή περίοδο και η μεταξύ τους αναλογία. Κάθε ράβδος περιλαμβάνει τα 
ποσοστά για κάθε επικρατές είδος ανά είδος ψαριού . Κάθε είδος αντιστοιχείται σε ένα χρώμα ίδιο για όλες 
τις στήλες.
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Στο Γράφημα 12 παρατηρούμε τα επικρατέστερα γένη βακτηρίων και την 
κατανομή τους ανάμεσα στα είδη ψαριών και ανά περίοδο.
B a c te r ia ;F u s o b a c te r ia ;F u s o b a c te r i ia ;F u s o b a c te r ia le s ;F u 5 o b a c te r ia c e a e ;C e to b a c te r iu m  
B a c te r ia ;F irm ic u te s ;C lo s tr id ia ;C lo s t r id ia le s ;P e p to s t re p to c o c c a c e a e ;C lo s tr id iu m  XI 
B a c te r ia ;P ro te o b a c te r ia ;G a m m a p ro te o b a c te r ia ;V ib r io n a le s ;V ib r io n a c e a e ;V ib r io  
B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;S p h in g o b a c te r i ia ;S p h in g o b a c te r ia le s ;C h it in o p h a g a c e a e ; U n c la s s if ie d  
B a c te r ia ; F irm  ic u te s ;C lo s tr id ia ;C lo s tr id ia le s ;C lo s t r id ia c e a e  l;U n c la s s if ie d
B a c te r ia ;V e r ru c o m ic ro b ia ;S p a r to b a c te r ia ;S p a r to b a c te r ia _ g e n e ra J n c e r ta e _ s e d is ;S p a r to b a c te r ia _ g e n e ra _ in a
B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s ;P ro p io n ib a c te r ia c e a e ;P ro p io n ib a c te r iu m
B a c te r ia ;P ro te o b a c te r ia ;G a m m a p ro te o b a c te r ia ;E n te ro b a c te r ia le s ;E n te ro b a c te r ia c e a e ;P le s io m o n a s
B a c te r ia ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d
B a c te r ia ;P ro te o b a c te r ia ;G a m m a p ro te o b a c te r ia ;X a n th o m o n a d a le s ;X a n th o m o n a d a c e a e ;S te n o tro p h o m o n a s  
B a c te r ia ;P la n c to m y c e te s ;P la n c to m y c e tia ;P la n c to m y c e ta le s ;P la n c to m y c e ta c e a e ;S c h le s n e r ia  
B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i l l i ;L a c to b a c il la le s ;S t re p to c o c c a c e a e ; S tre p to c o c c u s
Γράφημα 12 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα γένη βακτηρίων και στα τέσσερα είδη 
ψαριών (AT,CG,LG,CC) την θερμή και την ψυχρή περίοδο ξεχωριστά και η μεταξύ τους αναλογία. Κάθε 
ράβδος περιλαμβάνει τα ποσοστά για κάθε επικρατές είδος ανά είδος ψαριού . Κάθε είδος αντιστοιχείται σε 
ένα χρώμα ίδιο για όλες τις στήλες.
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Πιο αναλυτικά για κάθε είδος:
Alburnus thessalicus




















Για την θερμή περίοδο τα γένη:
• Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacter 
iaceae; Cetobacterium (43,9%)
• Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 
1 (27,8%)
• Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Peptostreptococcaceae; Clostridium XI (15,45%)
Cyprinus carpio
Επικρατέστερα γένη βακτηρίων ήταν για την ψυχρή περίοδο τα :
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• Bacteria; Verrucomicrobia; Spartobacteria; Spartobacteria 
(17,8%)
• Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae;
Streptococcus (9,6%)
• Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;
Comamonadaceae (7,65%)
Για την θερμή περίοδο τα γένη:
• Bacteria; Fusobacteria; Fusobacteriia; Fusobacteriales; 
Fusobacteriaceae; Cetobacterium (21,1%)
• Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Plesiomonas 
(20,0%)
• Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Peptostreptococcaceae; Clostridium XI (15,0%)
Carasius aibelio
Επικρατέστερα γένη βακτηρίων ήταν για την ψυχρή περίοδο τα :
• Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales;
Propionibacteriaceae; Propionibacterium (16,1%)
• Bacteria; Verrucomicrobia; Spartobacteria; Spartobacteria 
(9,6%)
• Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;
Stenotrophomonas (7,65%)
Για την θερμή περίοδο τα γένη:
• Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Peptostreptococcaceae; Clostridium XI (40,85%)
• Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Vibrionales; 
Vibrionaceae;
Vibrio (40,15%)
• Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Plesiomonas 
(1,52%)
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4.5. Γένη βακτηρίων που ανιχνεύτηκαν με 
τοξικές ιδιότητες
Σε επίπεδο γένους βακτηρίων ανιχνεύτηκαν όπως προαναφέρθηκε 137 
γένη. Ανάμεσα σε αυτά ανήκουν θα! ορισμένα που έχουν χαρακτηριστεί 
ως παθογόνα ή ευκαιριακά παθογόνα, ή και τοξικά. Στον πίνακα 7 
φαίνονται τα γένη των βακτηρίων που σύμφωνα με την βιβλιογραφία 
περιλαμβάνουν είδη που μπορούν να προκαλέσουν νόσο ή διαταραχές 
στην υγεία των ανθρώπων και άλλων οργανισμών.
OTU
Ψ ΥΧΡΗ  ΠΕΡΙΟΔΟΣ Θ ΕΡΜ Η ΠΕΡΙΟΔΟΣ
AT1 % CG1% LG1% CC1% ΑΤ2% CG2% LG2% C C2%
B a c t e r i a ; A c t i n o b a c t e r i a ; A c t i n o b a c t e r i a ; A c t i n o m  y c e t a l e s ; A c t i n o m  y c e t a c e a e ; A c t i n o m  y c e s 0 , 1 2 0 , 5 7 0 , 0 7 1 , 1 2 0 , 1 4 0 , 0 3 0 , 0 0 0 , 0 2
c t e r i a ; A c t i n o b a c t e r i a ; A c t i n o b a c t e r i a ; A c t i n o m y c e t a l e s ; C o r y n e b a c t e r i a c e a e ; C o r y n e b a c t e r i u m 0 , 2 9 1 , 7 2 0 , 1 1 1 , 7 2 0 , 2 9 0 , 0 4 0 , 0 2 0 , 1 0
B a c t e r i a ; A c t i n o b a c t e r i a ; A c t i n o b a c t e r i a ; A c t i n o m  y c e t a l e s ; M i c r o c o c c a c e a e ; M i c r o c o c c u s 0 , 0 1 0 , 0 6 0 , 0 1 0 , 0 4 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 1
B a c  t e  r i a ;  A c  t i n o b a  c t  e  r i a ;  A c t  i n o b a c t e r i a ;  A c t  i n o m y c e  t a l e s ;  M y  c o b a c t e r i a c e a e ;  M y c o b a c t e r i u m 0 , 0 2 0 , 0 2 0 , 0 1 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0
B a c t e r i a ; B a c t e r o i d e t e s ; B a c t e r o i d i a ; B a c t e r o i d a l e s ; B a c t e r o i d a c e a e ; B a c t e r o i d e s 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 1 6
B a c t e r i a ; F i r m i c u t e s ; B a c i l l i ; B a c i l l a l e s ; S t a p h y l o c o c c a c e a e ; S t a p h y l o c o c c u s 0 , 3 2 2 , 1 7 0 , 0 8 0 , 4 4 0 , 1 2 0 , 0 5 0 , 0 3 0 , 1 0
B a c t e r i a ; F i r m i c u t e s ; B a c i l l i ; L a c t o b a c i l l a l e s ; S t r e p t o c o c c a c e a e ; S t r e p t o c o c c u s 0 , 7 6 4 , 6 0 0 , 2 5 9 , 6 3 1 , 1 7 0 , 0 8 0 , 0 2 0 , 7 9
B a c t e r i a ; F i r m  i c u t e s ; C l o s t r i d  i a ; C l o s t r i d i a  l e s ; C l o s t r i d i a c e a e  1 ; C l o s t r i d i u m  s e n s u  s t r i c t o 0 , 3 7 0 , 1 3 0 , 2 6 0 , 2 4 1 , 5 2 0 , 7 1 3 , 5 7 2 , 9 8
B a c t e r i a ; F i r m  i c u t e s ; C l o s t r i d i a ; C l o s t r i d i a l e s ; L a c h n o s p i r a c e a e ; C l o s t r i d i u m  X l V b 0 , 0 6 0 , 0 1 0 , 5 6 0 , 0 4 0 , 0 1 0 , 0 1 0 , 0 6 0 , 0 1
B a c t e r i a ; F i r m  i c u t e s ; C l o s t r i d i a ; C l o s t r i d i a l e s ; P e p t o s t r e p t o c o c c a c e a e ; C l o s t r i d  i u m  X I 2 , 7 9 0 , 6 0 1 , 2 3 1 , 4 9 1 5 , 1 1 4 7 , 8 6 1 5 , 4 5 1 4 , 9 7
B a c t e r i a ; F i r m i c u t e s ; E r y s i p e l o t r i c h i a ; E r y s i p e l o t r i c h a l e s ; E r y s i p e l o t r i c h a c e a e ; C l o s t r i d i u m  X V I I I 0 , 2 7 0 , 0 3 0 , 3 6 0 , 2 3 0 , 0 5 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 1
B a c t e r i a ; F u s o b a c t e r i a ; F u s o b a c t e r i i a ; F u s o b a c t e r i a l e s ; F u s o b a c t e r i a c e a e ; C e t o b a c t e r i u m 0 , 8 3 1 , 9 1 0 , 1 8 0 , 8 2 5 8 , 9 1 1 , 2 2 4 3 , 8 8 2 1 , 1 7
B a c t e r i a ; F u s o b a c t e r i a ; F u s o b a c t e r i i a ; F u s o b a c t e r i a l e s ; F u s o b a c t e r i a c e a e ; F u s o b a c t e r i u m 0 , 0 8 0 , 1 4 0 , 0 2 0 , 1 9 0 , 4 9 0 , 1 5 1 , 3 0 7 , 2 5
B a c t e r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; A l p h a p r o t e o b a c t e r i a ; R i c k e t t s i a l e s ; R i c k e t t s i a c e a e ; R i c k e t t s i a 0 , 0 3 0 , 0 1 0 , 4 6 0 , 0 3 0 , 0 0 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0
B a c t e r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; B e t a p r o t e o b a c t e r i a ; N e i s s e r i a l e s ; N e i s s e r i a c e a e ; K i n g e l l a 0 , 0 0 0 , 0 4 0 , 0 0 0 , 0 9 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0
B a c t e r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; B e t a p r o t e o b a c t e r i a ; N e i s s e r i a l e s ; N e i s s e r i a c e a e ; N e i s s e r i a 0 , 0 6 0 , 3 2 0 , 0 2 0 , 4 0 0 , 0 3 0 , 0 1 0 , 0 2 0 , 0 1
3 a c t e r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; G a  m  m  a p  r o t e o b a c t e r i a ; A e r o m  o n a d a l e s ; A e r o m o n a d a c e a e ; A e r o m o n a s 0 , 4 3 0 , 7 8 0 , 1 5 0 , 2 0 0 , 6 8 0 , 9 2 1 , 2 9 6 , 9 3
s o b a c t e r i a ; G a m  m  a p r o t e o b a c t e r i a ; E n t e r o b a c t e r i a l e s ; E n t e r o b a c t e r i a c e a e ; E s c h e r i c h  i a / S h i g e l l a 0 , 0 0 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0
r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; G a m  m a p r o t e o b a c t e r i a ; E n t e r o b a c t e r i a l e s ; E n t e r o b a c t e r i a c e a e ; P l e s i o m o n a s 0 , 3 7 0 , 2 3 0 , 1 9 0 , 4 7 0 , 5 9 1 , 5 2 3 , 0 4 1 9 , 9 9
B a c t e r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; G a  m  m  a p r o t e o b a c t e r i a ; L e g  i o n e l l a l e s ; L e g  i o n e l l a c e a e ; L e g  i o n e l l a 0 , 0 1 0 , 0 8 0 , 0 2 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0
3r o t e o b a c t e r i a ; G a m  m a p r o t e o b a c t e r i a ; P s e u d o m o n a d a l e s ; P s e u d o m o n a d a c e a e ; P s e u d o m o n a s 0 , 0 4 0 , 1 4 0 , 0 2 0 , 0 6 0 , 0 2 0 , 0 1 0 , 0 0 0 , 0 1
B a c t e r i a ; P r o t e o b a c t e r i a ; G a m  m  a p  r o t e o b a c t e r i a ; V i b r i o n a l e s ; V i b r i o n a c e a e ; V i b r i o 1 , 8 4 5 , 1 6 1 , 8 0 0 , 7 4 1 2 , 3 7 4 0 , 1 6 0 , 4 4 1 , 6 7
Πίνακας 7Δυνητικά παθογόνα και παθογόνα βακτήρια και τα ποσοστά των reads % για κάθε είδος
ψαριού την ψυχρή και την θερμή περίοδο.
Τα περισσότερα από τα 137 γένη βακτηρίων που ταυτοποιήθηκαν 
αποτελούν μέρος της φυσιολογικής χλωρίδας του πεπτικού σωλήνα των 
ψαριών, και αλλαγές της σύνθεσης της μικροβιακής χλωρίδας αποτελεί 
δείκτη για τις διατροφικές συνήθειες του ψαριού αλλά και της διαταραχής 
στην ομοιόστασή του σε περίπτωση ανάπτυξης και επικράτησης στην 
χλωρίδα παθογόνων βακτηρίων.
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Συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν τα δυνητικά παθογόνα γένη για τον
άνθρωπο:
1) Από το φύλο των Actinobacteria, ανιχνεύτηκαν τα γένη
• Actinomyces, Gram (+) προκαλεί ακτινομύκωση, εκφράζει 
εξωτοξίνες
• Corynebacterium Gram (+), παραγωγή τοξίνης (π.χ. τοξίνη 
διφθερίτιδας) από ορισμένα στελέχη.
• Micrococcus Gram (+) ευκαιριακά παθογόνο (παράγει 
riboflavin όταν αναπτύσσεται σε τοξικό περιβάλλον), μπορεί να 
προκαλέσει βακτηριαιμία, σηπτικό σοκ, σηπτική αρθρίτιδα, 
ενδοκαρδίτιδα, μινιγγίτιδα.
• Mycobacterium (βάφονται ελάχιστα με χρώση Gram) ορισμένα 
στελέχη προκαλούν φυματίωση, λέπρα, λοιμώξεις, έλκη, 
πνευμονική νόσο, δερματικές παθήσεις - ανιχνεύτηκαν 
συνολικά 7 reads.
2) Από το φύλο των Bacteroidetes το γένος :
• των Bacteroides Gram (-) ευκαιριακά παθογόνα 
(εντεροτοξινογόνο στέλεχος B. fragilis)
3) Από το φύλο των Firmicutes έχουμε τα γένη:
• Staphylococcus Gram (+) βακτήρια αποτελούν μέρος της 
φυσιολογικής χλωρίδας του ανώτερου τμήματος του πεπτικού 
σωλήνα, ορισμένα είδη παράγουν εντεροτοξίνες (A-E,G,H,I,J), 
τοξίνη τοξικού σοκ (TSST), αποφολιδωτική τοξίνη, μπορούν 
να προκαλέσουν λοιμώξεις, τροφική δηλητηρίαση επιδερμική 
νεκρόλυση σύνδρομο τοξικού σοκ κ.α.
• Streptococcus Gram (+) βακτήρια αποτελούν μέρος της 
φυσιολογικής χλωρίδας αλλά μπορούν να προκαλέσουν 
λοιμώξεις αναπνευστικού, δέρματος, φλεγμονές, σύνδρομο 
τοξικού σοκ, έχουν στο κυττρικό τους τοίχωμα ενδοτοξίνες και 
παράγουν και εξωτοξίνες (A,B,C)
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• Clostridium XlVb, Clostridium sensu stricto, Clostridium XI, 
Clostridium XVIII: τα κλωστηρίδια αποτελούν μέρος της 
φυσιολογικής χλωρίδας του πεπτικού συστήματος και παίζουν 
σημαντικό ρόλο στην διατήρηση της ομοιόστασης της 
μικροβιακής χλωρίδας του. Ωστόσο παράγουν ισχυρές τοξίνες 
και σε διατάραξη της ισορροπίας τους μπορούν να 
προκαλέσουν νόσο.
5) Από το φύλο των Fusobacteria το γένος Fusobacterium και 
Cetobacterium αποτελούν μέρος της φυσιολογικής χλωρίδας και 
μάλιστα το τελευταίο έχει διαπιστωθεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο 
στη διατήρηση της ισορροπίας της στομαχικής μικροβιακής 
χλωρίδας και της παραγωγής της βιταμίνης Β12, είναι το τρίτο 
επικρατέστερο την θερμή περίοδο και στα τέσσερα είδη ψαριών. 
Αναφέρονται εδώ λόγω της επικράτησης τους σε αριθμό 
sequencing reads.
6) Από το φύλο των Proteobacteria που επίσης φαίνεται ως το 
επικρατέστερο φύλο και στα τέσσερα είδη ψαριών την θερμή και 
την ψυχρή περίοδο, ανιχνεύτηκαν τα γένη :
• Rickettsia (Alphaproteobacteria) Gram (-) υποχρεωτικά 
ενδοκυτταρικά παράσιτα σε φθείρα, κρότωνες, ακάρεα , 
προκαλεί σοβαρές ασθένειες όπως εξανθηματικό τύφο, 
κηλιδοβλατιδώδη πυρετό, τύφο των θάμνων, νόσοςBrill- 
Zinsser. O συνολικός αριθμός έφτασε τις 375 reads για την 
ψυχρή και 13 reads για την θερμή περίοδο.
• Kingella (Betaproteobacteria) μέρος της φυσιολογικής 
χλωρίδας του βλεννογόνου, 2 μονο είδη είναι παθογόνα για 
τον άνθρωπο (Ν. menigitidis και N. gonorrhoeae, έχουν 
ενδοτοξίνες στην εξωτερική μεμβράνη τους) ανιχνεύτηκαν 
409 reads την ψυχρή και 54 reads την θερμή περίοδο.
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• Aeromonas (Gammaproteobacteria), Gram (-) βρίσκονται 
αυτόχθονα στο υδάτινο περιβάλλον, η A. salmonicida είναι 
παθογόνος για τα ψάρια, σχετίζονται με ευρύ φάσμα 
λοιμώξεων του ανθρώπου όπως κυτταρίτιδα, μυονέκρωση, 
γαγγραινώδες έκθυμα, σηψαιμία κ.α. Ανιχνεύτηκαν 1234 
reads την ψυχρή και 10494 reads την θερμή περίοδο.
• Plesiomonas (Gammaproteobacteria) Gram (-), έχει 
απομονωθεί από ψάρια του γλυκού νερού, από το νερό 
καθώς και από πολλά ζώα όπως βοοειδή, αίγες, χοίρους, 
γάτες, σκύλους, φίδια, βατράχους και γύπες. Προκαλεί 
διάρροια και γαστρεντερίτιδες. Ανιχνεύτηκε με 821 reads 
την ψυχρή περίοδο και με 28250 την θερμή περίοδο (εκ των 
οποίων 26887 μόνο στο είδος CC.)
• Legionella (Gammaproteobacteria) Gram (-) προαιρετικά 
ενδοκυττάρια βακτηρίδια, υπάρχουν 41 είδη, μπορούν να 
απομονωθούν από το νερό ποταμών και λιμνών, παρασιτούν 
μέσα σε αμοιβάδες των υδάτων, προκαλούν τη νόσο των 
λεγεωνάριων και τον πυρετό Pontiac. Ανιχνεύτηκαν 91 reads 
την ψυχρή περίοδο και 9 reads την θερμή περίοδο.
• Pseudomonas (Gammaproteobacteria) Gram (-), τα
περισσότερα είδη είναι σαπρόφυτα και βρίσκονται στη φύση 
στο έδαφος, το νερό και τα λύματα, η πιο γνωστή είναι η 
P.aeruginosa που παράγει εξωτοξίνες, ενδοτοξίνες,
εντεροτοξίνη και ένζυμα, προκαλεί λοιμώξεις, πνευμονία και 
σηψαιμία. Ανιχνεύτηκαν 183 reads την ψυχρή και 46 reads 
την θερμή περίοδο.
• Vibrio (Gammaproteobacteria) Gram (-) κινητά αερόβια 
βακτήρια. Το V. parahaemolyticus προκαλεί διάρροια που 
οφείλεται σε ατελώς μαγειρεμένα θαλασσινά, το V. vulnificus 
προκαλεί κυτταρίτιδα και σηψαιμία. Το V. parahaemolyticus 
και το V. vulnificus είναι θαλάσσιοι μικροοργανισμοί και ζουν
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κυρίως σε υψηλές συγκεντρώσεις NaCl. To V. cholerae 
παράγει την τοξίνη της χολέρας. Ανιχνεύτηκε με 7484 reads 
την ψυχρή και με 29297 reads την θερμή περίοδο. (Πόγγας, 
2008, Πόγγας και Χαρβάλου, 2010).
Για τα ψάρια οι ασθένειες που σχετίζονται με βακτήρια είναι οι 
παρακάτω:
Α) Φυματίωση των ψαριών
Είναι πολύ μεταδοτική ασθένεια που προκαλείται από τα 
Mycobacterium. Μπορεί να χτυπήσει επιδημικά σκοτώνοντας έναν 
πληθυσμό πολύ γρήγορα παρουσιάζοντας ελάχιστα συμπτώματα ή να 
προχωρήσει αργά προκαλώντας βλάβες στα εσωτερικά όργανα των 
ψαριών. Τα συμπτώματα ποικίλουν από ανά είδος και άτομο. Τα υγιή 
ψάρια μπορούν να έχουν μολυνθεί αλλά να μη νοσούν μέχρι να αυξηθεί 
το στρες τους ή να φθίνει η ποιότητα του νερού. Η διάγνωση είναι 
δύσκολη εξαιτίας της ποικιλίας των συμπτωμάτων. Τα μολυσμένα ψάρια 
πρέπει να απομονωθούν γρήγορα επειδή η ασθένεια είναι ιδιαίτερα 
μεταδοτική.
Β) Βακτηριακή Ασθένεια Βραγχίων
Οι παθολογικές αλλαγές στους ιστούς των βραγχίων διαιρούνται σε 
πέντε κατηγορίες: α) τη βακτηριακή ασθένεια βραγχίων (BGD) που 
προκαλείται από βακτηρίδια Flavobacterium branchiophila, β) τη 
θρεπτική ασθένεια βραγχίων που προκαλείται από μια ανεπάρκεια του 
παντοθενικού οξέος, γ) αιμορραγική ασθένεια βραγχίων που οφείλεται 
στην διαστολή των πεταλωδών σκαφών και προκαλείται από τοξικούς 
παράγοντες ή φυσικό τραυματισμό, δ) μυκητίαση νέκρωση βραγχίων σε 
ψάρια λιμνών που προκαλείται από τον μύκητα Branchiomyces, ε) 
πολλαπλασιαστική ασθένεια βραγχίων άγνωστης αιτιολογίας στην 
ιριδίζουσα πέστροφα. Θα ασχοληθούμε εδώ με τη Βακτηριακή Ασθένεια 
Βραγχίων.
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Επιδημία BGD προκαλείται από στρες στους καλλιεργούμενους 
οργανισμούς που επιτρέπει την εποίκιση των ιστών βραγχίων από 
βακτήρια που προκαλούν τον θάνατο των ψαριών. Στην ασθένεια που 
προκαλείται από το Flavobacterium branchiophila, μια πολλαπλασιαστική 
υπερπλασία αναπτύσσεται στο επιθήλιο των βραγχίων. Η οριστική 
διάγνωση βασίζεται στην εξέταση των υγρών δειγμάτων του ιστού των 
βραγχίων για την υπερπλασία ή νέκρωση και την παρουσία μακριών, 
λεπτών Gram αρνητικών βακτηρίων.
Γ) Δονακίωση
Η δονακίωση είναι μια συστηματική βακτηριακή μόλυνση 
θαλασσίων και ευρύαλων ψαριών, έχει παρατηρηθεί και σε είδη γλυκών 
νερών. Προκαλείται από τα βακτήρια του γένους Vibrio. Όροι όπως 
«κόκκινο παράσιτο» ή «κόκκινη πανούκλα» έχουν χρησιμοποιηθεί σαν 
τίτλοι της δονακίωσης στο παρελθόν. Τα Vibrio συναντώνται στο σώμα 
υγιών ψαριών. Το στρες μπορεί να επιτρέψει στα βακτήρια να 
πολλαπλασιαστούν ανεξέλεγκτα. Αν περάσουν στο πεπτικό σύστημα η 
ασθένεια γίνεται συστηματική. Η διάγνωση της δονακίωσης στα ψάρια 
βασίζεται στην απομόνωση και στον προσδιορισμό του είδους Vibrio. Όλα 
τα είδη είναι gram αρνητικοί βάκιλοι και ευαίσθητα στο vibriostat 01129 
(2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine).
Δ) Columnaris
Η ασθένεια Columnaris είναι μια από τις πρώτες ασθένειες ψαριών 
θερμών νερών που περιγράφηκαν. Αιτία της ασθένειας είναι το 
Flavobacterium columnare. Η ασθένεια αυτή είναι το δεύτερο πιο 
σημαντικό αίτιο θανάτων στα γατόψαρα στις Η.Π.Α. Τα περισσότερα 
ψάρια είναι πιο ευάλωτα στην ασθένεια μετά από περιβαλλοντικό στρες 
και όταν η θερμοκρασία του νερού κυμαίνεται μεταξύ 25 και 320 C. 
Μπορεί να είναι ιδιαίτερα μολυσματική ασθένεια και μπορεί γρήγορα να 
σκοτώσει όλο το πληθυσμό. Η μόλυνση μπορεί να είναι οξεία (το ψάρι 
πεθαίνει εντός ωρών), ή χρόνια (παρατεταμένη μόλυνση για αρκετές 
ημέρες πριν από τον τελικό θάνατο των ψαριών).
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E) Furunculosis
Το παθογόνο βακτήριο Aeromonas salmonicida και τα υποείδη του 
προσβάλουν τα περισσότερα είδη καλλιεργούμενων ψαριών. Το 
Aeromonas salmonicida προκαλεί Furunculosis που συνεπάγεται 
σηψαιμία με την επακόλουθη θνησιμότητα ειδικά στα ψάρια ψυχρών 
νερών. Τα άλλα υποείδη προκαλούν άτυπες μορφές ασθένειας που 
χαρακτηρίζονται συχνά από δερμικά έλκη και εξωτερικές παθήσεις με ή 
χωρίς σηψαιμία. Ήταν από τις πρώτες ασθένειες των ψαριών που 
θεραπεύονται με τα σύγχρονα φάρμακα συμπεριλαμβανομένων των 
σουλφοναμιδών και nitrofurans.
ΣΤ) Σηψαιμία που προκαλείται από Αερομονάδες
Η σηψαιμία των αερομονάδων ή βακτηριακή αιμορραγική σηψαιμία 
είναι από τις πιο κοινές και ενοχλητικές αρρώστιες σε ψάρια που 
εκτρέφονται σε δεξαμενές και κλειστά συστήματα. Οφείλεται σε είδη του 
γένους Aeromonas (A. hydrophila, A. sobria, A. caviae). Μερικές φορές 
αναφέρεται και στην μόλυνση από το βακτήριο Pseudomonas 
fluorescens. Τα είδη αυτά είναι μικρού μεγέθους gram αρνητικοί βάκιλοι 
με παρόμοια βιοχημικά χαρακτηριστικά. Η αφθονία τους στο νερό είναι 
πολύ υψηλή όμως η ανάπτυξη ασθένειας ενεργοποιείται σε συνδυασμό 
με άλλους παράγοντες όπως το στρες που οφείλεται σε αλλαγές 
θερμοκρασίας, υψηλή ιχθυοσυγκέντρωση ή κακή ποιότητα νερού. Η 
θνησιμότητα από την συγκεκριμένη μόλυνση μπορεί να φθάσει και το 
100%.
Η χρόνια μορφή επιτρέπει στα ψάρια να τρέφονται και η ημερήσια 
θνησιμότητα είναι χαμηλή, τουλάχιστον στην αρχή. Αντίθετα η μορφή 
σηψαιμίας ακολουθεί γρήγορους ρυθμούς, παρατηρείται αποχή από την 
τροφοληψία, αργή κολύμβηση στην επιφάνεια και σχετικά μεγάλη 
θνησιμότητα που μπορεί να φτάσει και το 100%. Για την διάγνωση 
απαιτείται βακτηριολογική εξέταση (Bowser 1999, Moeler 2002).
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ -ΣΥΖΗΤΗΣΗ
5.1 Γενικά στοιχεία
Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια να μελετηθεί ο βακτηριακός 
πληθυσμός του στομάχου τεσσάρων ειδών ψαριών, του κυπρίνου 
(Cyprinus carpio), της πεταλούδας (Carasius gibelio), του 
θεσσαλότσιρκου (Alburnus thessalicus) και του ηλιόψαρου (Lepomis 
gibbosus) με την μέθοδο της NGS, από γενετικό υλικό του πεπτικού 
τους σωλήνα, και την χρήση του 16srRNA γενετικού δείκτη (DNA 
barcode). Στόχος ήταν να ταυτοποιηθούν τυχόν τοξικοί μικροοργανισμοί, 
και πιο συγκεκριμένα βακτήρια, που θα μπορούσαν να προκαλέσουν 
νόσο ή και θάνατο σε δυο διαφορετικές χρονικές περιόδους μία ψυχρή 
(Μάρτιος 2015 ) και μία θερμή (Ιούνιος 2015).
Συνολικά ταυτοποιήθηκαν 137 γένη βακτηρίων, 22 εκ των οποίων 
περιλαμβάνουν είδη βακτηρίων που έχουν χαρακτηριστεί παθογόνα για 
τον άνθρωπο, ωστόσο η ανάλυση δεν μπορούσε να ταυτοποιήσει σε 
επίπεδο είδους τα συγκεκριμένα βακτήρια. Αντίστοιχα, για τα ψάρια 
ταυτοποιήθηκαν 5 γένη βακτηρίων που περιλαμβάνουν είδη βακτηρίων 
που έχουν ενοχοποιηθεί για ασθένειες και θανάτους των ψαριών 
(Aeromonas, Mycobacterium, Vibrio, Plesiomonas, Pseudomonas), τα 
ποσοστά των οποίων κυμαίνονται από 0-3% με εξαίρεση το Vibrio.
Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων προέκυψε ότι ορισμένα φύλα 
βακτηρίων βρίσκονται σε μεγάλα ποσοστά και στα 4 είδη ψαριών, με 
διαφοροποιήσεις ωστόσο για κάθε είδος. Διαφοροποιήσεις 
παρατηρούνται επίσης στα φύλα των βακτηρίων μεταξύ της ψυχρής και 
της θερμής περιόδου.
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Τα επικρατέστερα φύλα βακτηρίων της ψυχρής περιόδου
κατανομή τους ανά είδος ψαριού
Γράφημα 13Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα φύλα βακτηρίων και στα τέσσερα είδη 
ψαριών (AT,CG,LG,CC) την ψυχρή περίοδο και η διακύμανση τους σε σχέση με τα ποσοστά των reads% 
για κάθε είδος ψαριού
Τα επ ικρ α τέσ τερ α  φύλα βακτηρ ίω ν της θερμής περιόδου 
κατανομή τους ανά είδος ψαριού
AT2% 
—*-CG 2%  
- Ψ -  LG2% 
CC2%
φύλο βακτηρίου
Γράφημα 14 Στο γράφημα αυτό φαίνονται τα επικρατέστερα φύλα βακτηρίων και στα τέσσερα είδη 
ψαριών (AT,CG,LG,CC) την ψυχρή περίοδο και η διακύμανση τους σε σχέση με τα ποσοστά των reads% 
για κάθε είδος ψαριού
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Για την αξιολόγηση των παραπάνω αποτελεσμάτων θα πρέπει να 
ληφθούν υπόψη ορισμένες παράμετροι που έχουν να κάνουν με τις 
περιβαλλοντικές συνθήκες της λίμνης, τις διατροφικές συνήθειες κάθε 
είδους ψαριού καθώς και το στάδιο ανάπτυξής τους. Ακόμα θα πρέπει να 
ληφθούν υπόψη στοιχεία που προέρχονται από ανάλογες μελέτες για τον 
χαρακτηρισμό των βακτηρίων ως μέρος της μικροβιακής τους χλωρίδας ή 
ως παθογόνα.
5.2 Τοξικά βακτήρια
Ο χαρακτηρισμός της τοξικότητας ενός βακτηρίου έχει να κάνει με 
την ύπαρξη στην κυτταρική του μεμβράνη ενδοτοξινών, την δυνατότητα 
παραγωγής εξωτοξινών και την ικανότητα τους να προκαλέσουν 
διαταραχές στο οικοσύστημα στο οποίο αναπτύσσονται ανάλογα με την 
συγκέντρωση και τον αριθμό τους. Τα μικρόβια που αναφέρθηκαν έχουν 
την δυνατότητα παραγωγής εξωτοξινών και τα περισσότερα εκφράζουν 
και ενδοτοξίνες, με βάση την υπάρχουσα βιβλιογραφία. Στην παρούσα 
μελέτη δεν προσδιορίστηκε ο βαθμός τοξικότητας τους και οι επιδράσεις 
τους στην υγεία του ψαριού. Έγινε μόνο η ταυτοποίηση τους.
Πιο συγκεκριμένα τα γένη των Aeromonas, Pseudomonas, 
Plesiomonas, Vibrio που ενοχοποιούνται για ασθένειες των ψαριών έχουν 
ταυτοποιηθεί ξανά από το στομαχικό περιεχόμενο των ίδιων ψαριών της 
λίμνης Κάρλα από προηγούμενη μελέτη για την ίδια χρονιά (τεχνική 
έκθεση αναφοράς Φορέα Διαχείρισης Πο.Κα.Μα.Κε.Βε 2015). Ενώ 
αναφέρονται ξανά σε προηγούμενη έρευνα που έγινε από την Χ.Β. 
Ζαχίδου το 2000, που υποστηρίζει ότι δεν αποτελούσαν κίνδυνο για την 
υγεία των ψαριών ή του περιβάλλοντος τους.
Στην παρούσα εργασία το ποσοστό παρουσίας των Aeromonas για 
την ψυχρή περίοδο ήταν για το θεσσαλόσιρκο 0,43% και για την θερμή 
0,68%, για την πεταλούδα 0,78% την ψυχρή και 0,92% για την θερμή, 
για το ηλιόψαρο 0,15% την ψυχρή και 1,29% την θερμή και για τον 
κυπρίνο 0,20% την ψυχρή και 6,93%  την θερμή. Τα ποσοστά, με
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εξαίρεση την θερμή περίοδο τον κυπρίνο, κυμάνθηκαν σε πολύ χαμηλά 
επίπεδα.
Το ποσοστό παρουσίας των Plesiomonas για την ψυχρή περίοδο ήταν 
για το θεσσαλόσιρκο 0,37% και για την θερμή 0,59%, για την πεταλούδα 
0,23% την ψυχρή και 1,52% για την θερμή, για το ηλιόψαρο 0,19% την 
ψυχρή και 3,04% την θερμή και για τον κυπρίνο 0,47% την ψυχρή και 
19,99% την θερμή. Τα ποσοστά, με εξαίρεση την θερμή περίοδο τον 
κυπρίνο, κυμάνθηκαν σε πολύ χαμηλά επίπεδα.
Για το γένος της Pseudomonas το ποσοστό παρουσίας την ψυχρή 
περίοδο για το θεσσαλόσιρκο ήταν 0,04% και για την θερμή 0,02%,για 
την πεταλούδα 0,14% την ψυχρή και 0,01% για την θερμή, για το 
ηλιόψαρο 0,02% την ψυχρή και 0,0% την θερμή και για τον κυπρίνο 
0,06% την ψυχρή και 0,01% την θερμή.
Για το γένος του Mycobacterium τα ποσοστά για όλα τα είδη δεν 
ξεπέρασαν το 0,02 την ψυχρή ενώ την θερμή το ποσοστό τους ήταν 0%.
Σύμφωνα με τα παραπάνω στοιχεία οι πιθανότητες για πρόκληση 
ασθενειών στα μελετώμενα είδη από τα παραπάνω βακτήρια είναι 
ελάχιστες αν δεν υπάρξει διαταραχή που να ευνοήσει την ανάπτυξή τους.
Αξίζει να αναφερθεί ο ρόλος συγκεκριμένων βακτηρίων που έχουν 
τοξικές ιδιότητες, σύμφωνα με μελέτες φαίνεται να είναι σημαντικός για 
την μικροβιακή χλωρίδα των ψαριών, στην παρούσα εργασία 
εμφανίζονται με διαφοροποιήσεις ανάμεσα στα είδη ψαριών. Έχοντας 
υψηλά ποσοστά σε σχέση με άλλα γένη βακτηρίων, το Clostridium XI, 
και το Vibrio μαζί με το Cetobacterium και το Fusobacterium, αποτελούν 
τα πιο συχνά απαντούμενα βακτήρια σε επίπεδο γένους. (Sakata et al. 
1981)(Lopetuso et al. 2013)
Νεότερες μελέτες που αναφέρονται στο μικροβίωμα του στομάχου 
των ψαριών από διάφορα είδη αναφέρουν ότι το μικροβίωμα του
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περιβάλλοντος, το ανοσοποιητικό σύστημα του ψαριού, το αναπτυξιακό 
στάδιο του ψαριού, η διατροφή και οι περιβαλλοντικές συνθήκες 
επηρεάζουν την διαμόρφωση του στομαχικού μικροβιώματος τους 
(Bledsoe et al. 2016; Eichmiller et al. 2016; Austin 2006; Sullam et al. 
2009). Ως ετούτου μπορεί να δικαιολογηθούν οι διαφορές που 
εντοπίστηκαν στο μικροβίωμα ανάμεσα στα είδη ψαριών και στις 
περιόδους δειγματοληψίας αφού οι διατροφικές τους συνήθειες 
διαφέρουν και υπήρξαν σημαντικές μεταβολές στις περιβαλλοντικές 
συνθήκες της λίμνης μεταξύ των δύο περιόδων. Ωστόσο, ο 
προσδιορισμός των σχέσεων που βρίσκονται πίσω από τις μεταβολές στο 
μικροβίωμα των ψαριών κρίνεται επιτακτικός για να κατανοήσουμε τους 
παράγοντες που ευνοούν την ανάπτυξη των παθογόνων μικροβίων και 
πιθανής εκδήλωσης νόσου σε αυτά.
Μελέτη της Eichmille (2016) σε άγρια και εκτρεφόμενα είδη 
κυπρίνου, έδειξε ότι τα φύλα Proteobacteria (Aeromonas, Pseudomonas) 
Firmicutes και Fusobacteria αποτελούν το 76.7% των συνολικών 
αλληλουχιών του στομαχικού τους βακτηριακού DNA κατά τον Ιούνιο και 
Αύγουστο. Το αποτέλεσμα αυτό συμφωνεί με τα αποτελέσματα της 
παρούσας εργασίας όπου τα τρία αυτά φύλα ήταν τα επικρατέστερα και 
συγκέντρωσαν το 94,24% της παρουσίας την θερμή περίοδο (Ιούνιος ) 
για όλα τα είδη ψαριών ενώ ειδικά στον κυπρίνο την θερμή περίοδο 
συγκέντρωσαν ποσοστό 89%. Ωστόσο, την ψυχρή περίοδο η σύνθεση 
των βακτηρίων της παρούσας εργασίας εμφανίζει επικρατέστερα τα φύλα 
Proteobacteria, Actinobacteria και Sphingobacteria. Είναι αξιοσημείωτο 
ότι το ποσοστό των Fusobacteria ήταν 1,06% του συνόλου των 
αναγνωσμένων αλληλουχιών και στον κυπρίνο αποτελούσε ποσοστό 
3,5%. Αντίστοιχα την θερμή περίοδο το ποσοστό των Fusobacteria για 
το σύνολο των ψαριών ήταν 34,42% και για τον κυπρίνο 30,2%.
Στην παραπάνω μελέτη αναφέρεται ότι 95% του φύλου Fusobacteria 
αντιστοιχούσε στο γένος Cetobacterium, το οποίο είναι ευρέως 
διαδεδομένο σε διάφορα είδη και στο στομάχι των ψαριών του γλυκού
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νερού, και η επικράτηση του σχετίζεται με την έλλειψη της βιταμίνης 
Β12 από τον οργανισμό του ψαριού, καθώς το είδος Cetobacterium 
somerae συνθέτει την συγκεκριμένη βιταμίνη. Στην παρούσα μελέτη την 
ψυχρή περίοδο το ποσοστό των αναγνωσμένων αλληλουχιών για το 
Cetobacterium ήταν για το θεσσαλότσιρκο 0,83%, για την πεταλούδα 
1,9%, για το ηλιόψαρο 0,18% και για τον κυπρίνο 0,82%. Την θερμή 
περίοδο όμως τα ποσοστά αυξάνονται και για το θεσσαλότσιρκο φτάνει 
το 58,9%, για το ηλιόψαρο φτάνει το 48% και για τον κυπρίνο το 
21,17%. Εξαίρεση αποτέλεσε η πεταλούδα που το ποσοστό παρέμεινε 
χαμηλό 1,22% και παρουσίασε αύξηση το Vibrio από 5,16% την ψυχρή 
40,16% την θερμή περίοδο. Στην θερμή περίοδο το γένος Vibrio 
εμφανίζει αύξηση των αναγνωσμένων αλληλουχιών και για το είδος του 
Θεσσαλόσιρκου φτάνοντας στο 12,37% από 1,84% την ψυχρή περίοδο. 
Το γένος Vibrio σχετίζεται με τον επικρατή αποικισμό της χλωρίδας των 
γόνων του καλκανιού σε θαλάσσιο περιβάλλον όταν η διατροφή 
περιέλαβε τα τροχόζωα και όχι νωρίτερα (Austin 2006). Ενώ σε άλλη 
μελέτη υποστηρίζεται ότι σχετίζονται με την διατροφή των κυπρίνων με 
είδη ζωοπλαγκτού που φέρουν εξωσκελετό (Eichmiller et al., 2016). 
Οπότε αυτή η διαφορά μπορεί να υποδηλώνει διαφορές στις διατροφικές 
συνήθειες των συγκεκριμένων ειδών ψαριών. Ακόμα η απότομη αύξηση 
του Cetobacterium την θερμή περίοδο για τα τρία είδη εκτός της 
πεταλούδας μπορεί να υποδηλώνει αλλαγές στις διατροφικές τους 
προτιμήσεις λόγω έλλειψης ειδών που αποτελούν τη βασική τους τροφή.
Το γένος Clostridium XI εμφανίζεται την θερμή περίοδο στο είδος 
του θεσσαλόσιρκου σε ποσοστό 15,11%, στην πεταλούδα σε ποσοστό 
47,86%, στο ηλιόψαρο σε 15,45% και στον κυπρίνο σε ποσοστό 
14,97%. Ενώ την ψυχρή περίοδο για το θεσσαλόσιρκο το ποσοστό ήταν 
2,79% , για την πεταλούδα 0,6% για το ηλιόψαρο 1,23% και για τον 
κυπρίνο 1,49%. Για το γένος Clostridia υπάρχουν στοιχεία που το 
σχετίζουν με το μεταβολισμό των υδρογονανθράκων και ιδιαίτερα των 
σακχάρων, τη ζύμωση της γλυκόζης, και της παραγωγής μικρών
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αλυσίδων λιπαρών οξέων στα φυτοφάγα ζώα, και διατροφή φυτικής 
προέλευσης μπορεί να εξηγήσει την αύξηση τους, χωρίς όμως να 
αποτελεί μοναδική εξήγηση (Eichmiller et al., 2016).
Ο προσδιορισμός των κυανοβακτηρίων κρίνεται σημαντικός λόγω 
της τοξικότητας των μικροκυστινών που παράγουν σε περιόδους 
ανάπτυξής τους (άνθιση) στο νερό. Στο στομαχικό περιεχόμενο των 
ψαριών ανιχνεύτηκαν συνολικά 3693 αναγνωσμένες αλληλουχίες για 
την ψυχρή περίοδο (0,6% για το σύνολο των αναγνωσμένων 
αλληλουχιών) και 545 αναγνωσμένες αλληλουχίες την θερμή περίοδο 
(0,095% του συνόλου των αναγνωσμένων αλληλουχιών). Συγκεκριμένα 
την ψυχρή περίοδο ανιχνεύτηκαν σε ποσοστό 2,6% στον κυπρίνο, 1,4% 
στην Πεταλόυδα, 0,2% στο Ηλιόψαρο και 1,5% στο θεσσαλόσιρκο. Την 
θερμή περίοδο δεν ανιχνεύτηκε σε ποσοστό μεγαλύτερο του 0,3 % για 
κανένα είδος ψαριού.
Ωστόσο τα κυανοβακτήρια είναι ικανά να συνθέτουν βιταμίνη Β12, 
και έχει αναφερθεί ότι συμβιώνουν με βακτήρια που παράγουν βιταμίνη 
Β12 όπως το γένος Cetobacterium (είδος Cetobacterium somerae) που 
έχει ανιχνευτεί στην παρούσα εργασία. Ακόμα έχει αναφερθεί ότι ο 
κυπρίνος μπορεί να ικανοποιεί τις απαιτήσεις του σε βιταμίνη Β12 
τρώγοντας τα συγκεκριμένα βακτήρια (Eichmiller et al., 2016).
5.3 Γενικά συμπεράσματα
Όλα τα παραπάνω στοιχεία συνθέτουν ένα πολύπλοκο σύστημα 
αλληλεπιδράσεων του περιβάλλοντος, της διατροφής και της μικροβιακής 
χλωρίδας των ψαριών. Μια αλλαγή στην διατροφή ή στην εποχή μπορεί 
να προκαλέσει δραματικές αλλαγές στην σύσταση της μικροβιακής 
χλωρίδας των ψαριών. Η ανάπτυξη και η πρόκληση ασθενειών από 
βακτήρια που έχουν τοξικές ιδιότητες, φαίνεται να είναι συνάρτηση 
πολλών μεταβλητών ενώ πολλές φορές μπορεί οι ιδιότητες τους αυτές
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να αξιοποιούνται και προς όφελος του ξενιστή-ψαριού, π.χ Vibrio, 
Clostridium, Plesiomonas (Bledsoe et al. 2016)
Η δυνατότητα που έχουν αναπτύξει τα ψάρια να προσλαμβάνουν, να 
οικειοποιούνται και να προσαρμόζουν το μικροβίωμα του περιβάλλοντός 
τους στο δικό τους μικροβίωμα είναι μοναδική λόγω της εξαιρετικής 
ποικιλίας μικροβίων που υπάρχουν στο υδάτινο περιβάλλον. Η μελέτη 
των μηχανισμών του ανοσοποιητικού τους συστήματος,που 
υποστηρίζεται από την μικροβιακή χλωρίδα , μπορεί να δώσει σημαντικές 
πληροφορίες για την θεραπεία ασθενειών που σχετίζονται με το πεπτικό 
σύστημα, π.χ λήψη εξωγενώς οφέλημων μικροβίων. (Tsuchiya, Sakata, 
and Sugita 2008)(Sullam et al. 2009).
Η χρήση της NGS σε τέτοιου είδους μελέτες παράγει σημαντικό 
αριθμό πληροφοριών, η ανάλυση των οποίων είναι ένα δύσκολο 
εγχείρημα μέχρι στιγμής καθώς θα πρέπει να συγκρίνονται και να 
συνδυάζονται πληροφορίες από πολλές διαφορετικές μελέτες 
ταυτόχρονα. Ο τομέας της μετανάλυσης καλείται να λύσει αυτό το 
πρόβλημα και η πρόοδος που έχει επιτευχθεί μέχρι στιγμής είναι 
τεράστια, παραπάνω όμως βήματα θα πρέπει να γίνουν στον συντονισμό 
της επιστημονικής κοινότητας για την θέσπιση μιας ενιαίας μορφής 
επεξεργασίας των δεδομένων και διαχείρισης τους.
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6. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ
Πίνακας 5 Ο αριθμός των sequence reads που συγκέντρωσε κάθε OTU, σε κάθε ένα από τα είδη ψαριών για 
την ψυχρή περίοδο
Τ Α Ξ ΙΝ Ο Μ Η Κ Ε Σ  Ο Μ Α Δ Ε Σ  Π Ο Υ  Α Ν Ο ΙΧ Ν Ε Υ Τ Η Κ Α Ν  Σ Ε  O T U S  A N A  Ε ΙΔ Ο Σ  Ψ Α Ρ ΙΟ Υ AT1 CG1 LG1 CC1
1 B a c te r ia ;A c id o b a c te r ia ;A c id o b a c te r ia _ G p 1 ; E d a p h o b a c te r; E d a p h o b a c te r; E d a p h o b a c te r 15 0 7 2
2 B a c te r ia ;A c id o b a c te r ia ;A c id o b a c te r ia _ G p 3 ;G p 3 ;G p 3 ;G p 3 454 7 187 6
3 B a c te r ia ;A c id o b a c te r ia ;A c id o b a c te r ia _ G p 6 ;G p 6 ;G p 6 ;G p 6 89 14 3 47
4 B a c te ria ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c id im ic ro b ia le s ;A c id im ic ro b ia c e a e ;M u m a to b a c te r 300 306 42 38
5 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c id im ic ro b ia le s ;A c id im ic ro b in e a e _ in c e r ta e _ s e d is ;A c id ite r r im 7 56 5 7
6 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c id im ic ro b ia le s ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 325 6 77 64 36
7 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s A c t in o m y c e ta c e a e ;A c t in o m y c e s 140 441 54 218
8 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s C o ry n e b a c te r i ace a e ; C o ry n e b a c te r iu m 321 1320 78 335
9 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s M ic ro b a c te r ia c e a e ;M ic ro b a c te r iu m 174 20 151 16
10 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s M ic ro b a c te ria c e a e ; U n c la s s if ie d 72 177 326 164
11 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s M ic ro c o c c a c e a e ;A r th ro b a c te r 3 17 20 2
12 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s M ic ro c o c c a c e a e ; M ic ro c o c c u s 15 46 8 8
13 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s M ic ro c o c c a c e a e ; R o th ia 63 346 34 125
14 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s M y c o b a c te r ia c e a e ;M y c o b a c te r iu m 21 17 6 2
15 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s P ro p io n ib a c te r ia c e a e ;P ro p io n ib a c te r iu m 2 0 7 9 12405 6 46 1465
16 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s P ro p io n ib a c te r ia c e a e ;U n c la s s if ie d 47 37 367 22
17 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s S a n g u ib a c te ra c e a e ;S a n g u ib a c te r 82 84 48 19
18 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s S p o r ic h th y a c e a e ;S p o r ic h th y a 26 15 8 7
19 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o m y c e ta le s U n c la s s ifie d ; U n c la s s if ie d 2 2 2 5 1321 500 374
20 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;C o r io b a c te r ia le s ;C o r io b a c te r ia c e a e ;G o rd o n ib a c te r 1 7 0 3
21 B a c te ria ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;C o r io b a c te r ia le s ;C o r io b a c te r ia c e a e ;U n c la s s if ie d 77 2 36 14 10
22 B a c te ria ;A c tin o b a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;S o liru b ro b a c te ra le s ;C o n e x ib a c te ra c e a e ;C o n e x ib a c te r 7 88 2 3
23 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 7 35 11 2
24 B a c te r ia ;A rm a tim o n a d e te s ;A rm a tim o n a d e te s _ g p 5 ;A rm a tim o n a d e te s _ g p 5 ;A rm a tim o n a d e te s _ g p 5 ;A rm 2 5 7 4 26 2 5 5 0 9
25 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;B a c te ro id ia ;B a c te ro id a le s ;B a c te ro id a c e a e ;A n a e ro rh a b d u s 20 15 10 8
26 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;B a c te ro id ia ;B a c te ro id a le s ;B a c te ro id a c e a e ;B a c te ro id e s 3 1 0 1
27 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;B a c te ro id ia ;B a c te ro id a le s ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 8 1 2 0
28 B a c te ria ;B a c te ro id e te s ;F la v o b a c te r iia ;F la v o b a c te r ia le s ;F la v o b a c te r ia c e a e ;C a p n o c y to p h a g a 29 142 4 43
29 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;S p h in g o b a c te r iia ;S p h in g o b a c te r ia le s ;C h it in o p h a g a c e a e ;U n c la s s if ie d 19511 63 19047 39
30 B a c te r ia ;C a n d id a tu s  S a c c h a r ib a c te r ia ;S a c c h a r ib a c te r ia _ g e n e ra _ in c e r ta e _ s e d is ;S a c c h a r ib a c te r ia _ g e n 434 4 33 6 48 173
31 B a c te r ia ;C h lo ro f le x i;A n a e ro lin e a e ;A n a e ro lin e a le s ;A n a e ro lin e a c e a e ;U n c la s s if ie d 266 26 127 233
32 B a c te r ia ;C h lo ro f le x i;C a ld ilin e a e ;C a ld ilin e a le s ;C a ld ilin e a c e a e ;U n c la s s if ie d 171 29 45 90
33 B a c te r ia ;C h lo ro f le x i;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 1196 183 7 16 164
34 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;B a c illa r io p h y ta 9 0 2 0
35 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p h y ta 21 11 3 0
36 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;S tre p to p h y ta 279 502 13 212
37 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;U n c la s s if ie d 437 118 10 11
38 B a c te ria ; C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t; C ya n o b a c te r ia ; F a m ily  II; F a m ily  N;GpN a 1234 4 23 88 224
39 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t ;C y a n o b a c te r ia ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 35 6 2 53
40 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i B a c illa le s ;B a c illa le s  In c e rta e  S e d is  X I;G e m e lla 13 56 3 2
41 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i B a c il la le s ;L is te r ia c e a e ;B ro c h o th r ix 1426 2 4 1 9 1051 1108
42 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i B a c illa le s ;S ta p h y lo c o c c a c e a e ;S ta p h y lo c o c c u s 356 1669 58 86
43 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;A e ro c o c c a c e a e ;A b io tro p h ia 19 87 4 11
44 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;A e ro c o c c a c e a e ;A e ro c o c c u s 25 4 44 10 10
45 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;C a rn o b a c te r ia c e a e ;D o lo s ig ra n u lu m 11 7 0 2
46 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;C a rn o b a c te r ia c e a e ;G ra n u lic a te lla 16 63 3 7
47 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;L a c to b a c illa c e a e ;L a c to b a c illu s 1 9 0 0
48 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c il la le s ;L e u c o n o s to c a c e a e ;L e u c o n o s to c 31 62 15 10
49 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;S tre p to c o c c a c e a e ;L a c to c o c c u s 111 160 30 41
50 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c ill i L a c to b a c illa le s ;S tre p to c o c c a c e a e ;S tre p to c o c c u s 856 3 537 179 1872
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Πίνακας 5 (Σ υ ν έχ ε ια )
ΤΑΞΙ ΝΟΜΗΚΕΣ ΟΜΑΔΕΣ ΠΟΥ ΑΝΟΙΧΝΕΥΤΗΚΑΝ ΣΕ OTUS ANA ΕΙΔΟΣ ΨΑΡΙΟΥ AT1 CG1 LG1 CC1
51 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1;Clostridium sensu stricto 416 100 192 47
52 Bacteria; Firmicutes; C l ostridia;C l ostridia l es;C l ostri diaceae 1; Unclassified 331 113 168 74
53 Bacteria; Firmicutes; Clostridia;Cl ostridiales;Cl ostri dial es_I ncertae Sedis XI;Anaerococcus 7 80 2 4
54 Bacteria; Firmicutes; Clostridia;Cl ostridiales;Cl ostri dial es_I ncertae Sedis X I; Finegol dia 9 15 0 4
55 Bacteria; Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Eubacteriaceae; Unclassifi ed 4 4 1 1
56 Bacteria; Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae; Cellulosilyticum 32 7 17 0
57 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Clostridium XlVb 69 7 409 8
58 Bacteria; Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae; Unclassified 2843 50 106 18
59 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae;Clostridium XI 3132 460 897 290
60 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae;Proteocatella 18 4 7 7
61 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Unclassified 22 1 14 9
62 Bacteria; Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Unclassified; Unclassified 311 221 1651 79
63 Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichia;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Clostridium XVIII 307 24 262 44
64 Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae; Unclassified 9 6 4 2
65 Bacteria;Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae;Veillonella 21 87 4 19
66 Bacteria; Firmicutes; Unclassified;Unclassified;Unclassified; Unclassified 1571 220 145 349
67 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Cetobacterium 936 1470 134 159
68 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium 91 104 15 37
69 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Unclassified 22 15 4 1
70 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Leptotrichiaceae;Leptotrichia 5 0 1 4
71 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Blastopirellula 14 1 1 2
72 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Pirellula 81 31 18 36
73 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae; Rhodopirellula 483 42 14 107
74 Bacteria; Planctomycetes;Planctomycetia; Planctomycetales; Planctomycetaceae; Schlesneria 5870 26 10943 17
75 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Unclassified 3265 8131 395 444
76 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae;Phenylobacterium 75 10 123 2
77 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae;Unclassified 782 54 1428 36
78 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Bractyrhizobium 335 33 441 30
79 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Nitrobacter 125 7 131 3
80 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae;Hyphomicrobium 13 29 31 21
81 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae;Methylobacterium 24 6 44 4
82 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae;Microvirga 111 80 1064 845
83 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylocystaceae;Methylocystis 30 18 20 30
84 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae; Rhizobium 31 58 25 9
85 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhodobiaceae;Anderseniella 6 12 5 5
86 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Unclassified;Unclassified 175 259 464 491
87 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Gemmobacter 408 2028 109 150
88 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter 158 212 75 227
89 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Roseovarius 17 111 4 3
90 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Unclassified 572 403 205 45
91 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas 15 1 9 85
92 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Rhodospirillales;Unclassified; Unclassifi ed 73 4 64 6
93 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Rickettsiaceae;Rickettsia 32 7 331 5
94 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphingomonas 0 1 0 0
95 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Unclassified;Unclassified;Unclassified 170 15 211 20
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Πίνακας 5 (Συνέχεια)
Τ Α ΞΙΝ Ο Μ Η Κ Ε Σ Ο Μ Α Δ Ε Σ  ΠΟΥ Α Ν Ο ΙΧ Ν Ε Υ Τ Η Κ Α Ν  ΣΕ O TU S A N A  ΕΙΔΟ Σ Ψ ΑΡΙΟ Υ AT1 CG1 LG1 CC1
96 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B u rkho lde ria les;B urkho lderiaceae;R a ls ton ia 62 37 92 6
97 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B urkho lderi al es;B urkho lde ria les_ ince rtae_sed is ;A quabact 170 10 89 15
98 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B urkho lderia les;C om am onadaceae;P e lom onas 215 636 129 131
99 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacte ria ;B u rkho lde ria les;C om am onadaceae ;U nclass ified 97 57 97 1489
100 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B urkho lderia les;C om am onadaceae;V ariovorax 547 68 727 74
101 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B urkho lderia les;O xa lobacte raceae;H erbasp irillum 45 9 64 2
102 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B urkho lderi al es;O xalobacteraceae; U nclassified 581 57 622 21
103 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacteria ;B urkho lderi al es;O xalobacteraceae; Undibacterium 227 654 89 40
104 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacte ria ;B u rkho lde ria les ;U nc lass ified ;U nc lass ified 11 7 7 37
105 B acte ria ;P ro teobacte ria ;B e tapro teobacte ria ;N e isse ria les;N e isse riaceae ;K inge lla 1 28 3 17
106 Bacteri a; P roteobacteri a; Betaproteobacteri a; Nei sseri a les;N e i sseri aceae; Nei sseri a 64 249 18 78
107 Bacteri a; P roteobacteri a; Betaproteobacteri a; Nei sseri a les;N e i sseri aceae; U nclass i fi ed 153 1094 69 278
108 Bacteria; Proteobacteria ; B etaproteobacteria ; U nclassified ; U nclassified ; U nclass ified 25 2 5 49
109 Bacteria; Proteobacteria ; Deltaproteobacteria; D esu lfobacte ra les;D esu lfobacte raceae ; U nclass ified 26 16 41 2
110 B acte ria ;P ro teobacte ria ;D e ltap ro teobacte ria ;M yxococca les ;Lab ilitrichaceae ; Labilithrix 7964 21 3481 17
111 B acte ria ;P ro teobacte ria ;D e ltap ro teobacte ria ;S yn trophobacte ra les;S yn trophobacte raceae ;U nclass ified 5 2 22 2
112 Bacte ria ;P ro teobacte ria ; D eltaproteobacteria; Unclassified ; Unclassified ; U nclass ified 103 44 87 30
113 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;A erom onada les;A erom onadaceae ;A erom onas 483 603 110 38
114 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;A lte rom onada les;S hew anellaceae;S hew ane lla 32 25 6 10
115 Bacteri a ;P ro teobacteri a ;G am m aproteobacteri a;Cardi obacteri a les;Cardi obacteri aceae;C ardi obacteri um 37 158 18 51
116 Bacteri a ;P ro teobacteri a ;G am m aproteobacteri a ;E nterobacteri ales; Enterobacteri aceae ;E scheri ch i a/Shi g 3 5 0 0
117 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;E n te robacte ria les;E n te robacte riaceae ;P les iom onas 413 176 140 92
118 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;E n te robacte ria les;E n te robacte riaceae ;U nclass ified 43 22 9 7
119 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;Leg ione lla les;Leg ione llaceae ;Leg ione lla 16 62 11 2
120 Bacteri a ;P ro teobacteri a ;G am m aproteobacteri a ;O ceanosp i ri lla les;O ceanosp i ri llaceae;M arinom onas 620 2447 249 18
121 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;P asteure lla l es;P asteure llaceae; Haem ophilus 43 227 4 48
122 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;P asteure lla l es;P asteure llaceae; U nclassified 1 3 1 0
123 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;P seudom onada les;M oraxe llaceae ;A cine tobacte r 1520 1905 1001 23
124 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;P seudom onada les;M oraxe llaceae ;E nhydrobacte r 24 70 5 2
125 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;P seudom onada les;M oraxe llaceae ;P sychrobacte r 29 54 34 3
126 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;P seudom onada les;P seudom onadaceae ;P seudom onas 50 106 16 11
127 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;U nc lass ified ;U nc lass ified ;U nc lass ified 3159 249 2087 118
128 Bacteri a ;P ro teobacteri a ;G am m aproteobacteri a;Vi bri onales;V i bri onaceae ;P hotobacteri um 764 1244 85 40
129 Bacteri a ;P ro teobacteri a ;G am m aproteobacteri a;Vi bri onales;V i bri onaceae; U nclassifi ed 9555 335 262 357
130 Bacteri a ;P ro teobacteri a ;G am m aproteobacteri a;Vi bri onales;V i bri onaceae;V i bri o 2061 3971 1309 143
131 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m apro teobacte ria ;X an thom onada les;S inobacte raceae ;N evsk ia 1548 37 2271 20
132 B acte ria ;P ro teobacte ria ;G am m aproteobacte ria ;X anthom onada les;X anthom onadaceae ;S teno trophom c 3309 8910 4321 45
133 B ac te ria ;S p irochae tes ;S p irochae tia ;S p irochae ta les ;B rev inem ataceae ;B rev inem a 0 2 0 1
134 B acte ria ;S yne rg is te tes ;S yne rg is tia ;S yne rg is ta les ;S yne rg is taceae ;A m inom onas 1246 43 137 1132
135 Bacteria; U nclassified ; Unclassified ; U nclassified ; Unclassified ; U nclass ified 13919 1211 7389 37
136 Bacteri a;Verrucom i crobi a;Spartobacteri a;Spartobacteri a_genera_incertae_sedi s ;S pa rtobacte ri a_gener 4280 9188 133 3463
137 B acteria ;V errucom icrob ia ;V errucom icrob iae;V errucom icrob ia les;V errucom icrob iaceae ;Luteo libacter 74 173 29 393
ΣΥΝΟΛΟ 72170 51355 54580 13676
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Πίνακας 6 Ο αριθμός των sequence reads που συγκέντρωσε κάθε OTU, σε κάθε ένα από τα είδη ψαριών για
την θερμή περίοδο
Τ Α Ξ ΙΝ Ο Μ Η Κ Ε Σ  Ο Μ Α Δ Ε Σ  Π Ο Υ  Α Ν Ο ΙΧ Ν Ε Υ Τ Η Κ Α Ν  Σ Ε  O T U S  A N A  Ε ΙΔ Ο Σ  Ψ Α Ρ ΙΟ Υ A T 2 C G 2 LG 2 C C 2
1 B a c te r ia ;A c id o b a c te r ia ;A c id o b a c te r ia _ G p 1 ; E d a p h o b a c te r; E d a p h o b a c te r; E d a p h o b a c te r 4 0 1 1
2 B a c te r ia ;A c id o b a c te r ia ;A c id o b a c te r ia _ G p 3 ;G p 3 ;G p 3 ;G p 3 12 0 0 15
3 B a c te r ia ;A c id o b a c te r ia ;A c id o b a c te r ia _ G p 6 ;G p 6 ;G p 6 ;G p 6 1 0 0 3
4 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c id im ic ro b ia le s ;A c id im ic ro b ia c e a e ;N u m a to b a c te r 7 29 0 14
5 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c id im ic ro b ia le s ;A c id im ic ro b in e a e _ in c e r ta e _ s e d is ;A c id ite r r im o 1 2 0 2
6 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c id im ic ro b ia le s ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 24 15 1 31
7 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s A c t in o m y c e ta c e a e ;A c t in o m y c e s 167 9 0 33
8 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s C o ry n e b a c te r ia c e a e ;C o ry n e b a c te r iu m 339 14 1 137
9 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s M ic ro b a c te r ia c e a e ;M ic ro b a c te r iu m 6 2 0 4
10 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s M ic ro b a c te r ia c e a e ;U n c la s s if ie d 12 7 0 11
11 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s M ic ro c o c c a c e a e ;A r th ro b a c te r 0 0 0 0
12 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s M ic ro c o c c a c e a e ;M ic ro c o c c u s 7 1 0 7
13 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s M ic ro c o c c a c e a e ;R o th ia 71 7 1 26
14 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s M y c o b a c te r ia c e a e ;M y c o b a c te r iu m 5 0 0 1
15 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s P ro p io n ib a c te r ia c e a e ;P ro p io n ib a c te r iu m 1717 72 6 1092
16 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s P ro p io n ib a c te r ia c e a e ;U n c la s s if ie d 9 1 0 13
17 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s S a n g u ib a c te ra c e a e ;S a n g u ib a c te r 4 3 0 6
18 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s S p o r ic h th y a c e a e ;S p o r ic h th y a 2 0 0 0
19 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o m y c e ta le s U n c la s s if ie d ; U n c la s s if ie d 89 66 2 119
20 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;C o r io b a c te r ia le s ;C o r io b a c te r ia c e a e ;G o rd o n ib a c te r 1 0 0 71
21 B a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;C o r io b a c te r ia le s ;C o r io b a c te r ia c e a e ;U n c la s s if ie d 0 12 0 12
22 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;S o liru b ro b a c te ra le s ;C o n e x ib a c te ra c e a e ;C o n e x ib a c te r 5 1 1 4
23 B a c te r ia ;A c tin o b a c te r ia ;A c t in o b a c te r ia ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 3 2 0 5
24 B a c te r ia ;A rm a t im o n a d e te s ;A rm a t im o n a d e te s _ g p 5 ;A rm a tim o n a d e te s _ g p 5 ;A rm a t im o n a d e te s _ g p 5 ;A rm c 102 3 5 33
25 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;B a c te ro id ia ;B a c te ro id a le s ;B a c te ro id a c e a e ;A n a e ro rh a b d u s 9 3 2 1400
26 B a c te ria ; B a c te ro id e te s ;B a c te ro id ia ; B a c te ro id a le s ;B a c te ro id a c e a e ; B a c te ro id e s 3 0 0 2 13
27 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;B a c te ro id ia ;B a c te ro id a le s ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 44 0 0 52
28 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;F la v o b a c te r iia ;F la v o b a c te r ia le s ;F la v o b a c te r ia c e a e ;C a p n o c y to p h a g a 41 1 0 7
29 B a c te r ia ;B a c te ro id e te s ;S p h in g o b a c te r iia ;S p h in g o b a c te r ia le s ;C h it in o p h a g a c e a e ;U n c la s s if ie d 754 15 3 59
30 B a c te r ia ;C a n d id a tu s  S a c c h a r ib a c te r ia ;S a c c h a r ib a c te r ia _ g e n e ra  in c e rta e  s e d is ;S a c c h a r ib a c te r ia  gene 16 4 0 30
31 B a c te r ia ;C h lo ro f le x i;A n a e ro lin e a e ;A n a e ro lin e a le s ;A n a e ro lin e a c e a e ;U n c la s s if ie d 8 9 0 26
32 B a c te r ia ;C h lo ro f le x i;C a ld ilin e a e ;C a ld ilin e a le s ;C a ld ilin e a c e a e ;U n c la s s if ie d 4 3 1 16
33 B a c te r ia ;C h lo ro f le x i;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 11 18 0 47
34 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t ;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;B a c illa r io p h y ta 1 0 0 1
35 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t ;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p h y ta 1 0 0 1
36 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t ;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;S tre p to p h y ta 33 4 0 35
37 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t ;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;C h lo ro p la s t;U n c la s s if ie d 1 1 1 4
38 B a c te ria ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t;C y a n o b a c te r ia ; F a m ily  11; F a m ily  M;GpMa 90 89 2 2 79
39 B a c te r ia ;C y a n o b a c te r ia /C h lo ro p la s t ;C y a n o b a c te r ia ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d ;U n c la s s if ie d 1 0 0 1
40 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i B a c illa le s ;B a c illa le s  In c e r ta e  S e d is  X I;G e m e lla 3 0 0 10
41 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i B a c illa le s ;L is te r ia c e a e ;B ro c h o th r ix 128 14 1 197
42 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i B a c illa le s ;S ta p h y lo c o c c a c e a e ;S ta p h y lo c o c c u s 133 17 2 135
43 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;A e ro c o c c a c e a e ;A b io tro p h ia 4 1 0 8
44 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;A e ro c o c c a c e a e ;A e ro c o c c u s 9 0 0 6
45 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;C a rn o b a c te r ia c e a e ;D o lo s ig ra n u lu m 0 0 0 3
46 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;C a rn o b a c te r ia c e a e ;G ra n u lic a te lla 1 0 0 3
47 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;L a c to b a c illa c e a e ;L a c to b a c illu s 0 0 0 0
48 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;L e u c o n o s to c a c e a e ; L e u c o n o s to c 5 0 0 16
49 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;S tre p to c o c c a c e a e ;L a c to c o c c u s 35 6 7 4 6 3 0
50 B a c te r ia ;F irm ic u te s ;B a c i ll i L a c to b a c illa le s ;S tre p to c o c c a c e a e ;S tre p to c o c c u s 1349 26 1 1067
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Πίνακας 6 (Συνέχεια)
ΤΑΞΙΝΟΜΗΚΕΣ ΟΜΑΔΕΣ ΠΟΥ ΑΝΟΙΧΝΕΥΤΗΚΑΝ ΣΕ OTUS ANA ΕΙΔΟΣ ΨΑΡΙΟΥ AT2 CG2 LG2 CC2
51 Bacteria;Firmicutes; Clostridia;Clostridiales;Cl ostridiaceae 1;Clostridium sensu stricto 1750 226 233 4012
52 Bacteria;Firmicutes; Clostridia;Clostridiales;Cl ostridiaceae 1;Unclassified 1677 166 1814 11711
53 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales_Incertae Sedis XI;Anaerococcus 11 0 0 7
54 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales_Incertae Sedis XI;Finegoldia 2 0 1 1
55 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Eubacteriaceae;Unclassified 3 2 3 50
56 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Cellulosilyticum 169 71 0 39
57 Bacteria;Firmicutes; Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Clostridium XlVb 17 2 4 16
58 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Unclassified 829 53 3 136
59 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae;Clostridium XI 17442 15174 1008 20136
60 Bacteria;Firmicutes; Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae; Proteocatella 70 44 0 90
61 Bacteria;Firmicutes; Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Unclassified 0 1 0 9
62 Bacteria;Firmicutes; Clostridia;Clostridiales;Unclassified; Unclassified 97 50 4 150
63 Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichia;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Clostridium XVIII 60 3 0 18
64 Bacteria;Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Unclassified 90 7 0 24
65 Bacteria;Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae;Veillonella 25 2 0 9
66 Bacteria;Firmicutes;Unclassified;Unclassified;Unclassified;Unclassified 32 70 2 768
67 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Cetobacterium 68010 386 2862 28471
68 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium 568 47 85 9749
69 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Unclassified 213 8 66 2368
70 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Leptotrichiaceae;Leptotrichia 11 80 2 60
71 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Blastopirellula 0 0 0 0
72 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Pirellula 0 1 0 1
73 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Rhodopirellula 6 16 0 43
74 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Schlesneria 376 6 0 8
75 Bacteria;Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Unclassified 45 198 2 387
76 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae;Phenylobacterium 8 3 0 1
77 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae;Unclassified 54 9 3 42
78 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Bradyrhizobium 17 4 1 9
79 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Nitrobacter 6 1 1 3
80 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae;Hyphomicrobium 4 3 0 3
81 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae;Methylobacterium 3 0 0 3
82 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rhizobiales;Methylobacteriaceae; Microvirga 19 13 3 80
83 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rhizobiales;Methylocystaceae; Methylocystis 4 2 0 2
84 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae;Rhizobium 3 2 0 7
85 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhodobiaceae;Anderseniella 0 2 0 3
86 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rhizobiales;Unclassified;Unclassified 14 22 2 36
87 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Gemmobacter 25 15 1 27
88 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter 8 9 0 15
89 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Roseovarius 0 2 0 3
90 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Unclassified 18 21 0 18
91 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Acetobacteraceae; Roseomonas 2 2 0 2
92 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rhodos pirillales;Unclassified; Unclassifi ed 4 0 0 3
93 Bacteria;Proteobacteria;Al phaproteobacteria; Rickettsiales; Rickettsiaceae;Rickettsia 5 2 0 6
94 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphingomonas 3 0 0 0
95 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Unclassifi ed;Unclassified; Unclassifi ed 18 0 1 6
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Πίνακας 6 (Συνέχεια)
ΤΑΞΙΝΟΜΗΚΕΣ ΟΜΑΔΕΣ ΠΟΥ ΑΝΟΙΧΝΕΥΤΗΚΑΝ ΣΕ OTUS ANA ΕΙΔΟΣ ΨΑΡΙΟΥ AT2 CG2 LG2 CC2
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Burkholderiaceae; Ralstonia 8 0 0 3
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Burkholderiales_incertae_sedis;Aquabact 7 0 0 3
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae; Pelomonas 49 8 1 38
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae; Unclassified 9 12 0 9
Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Variovorax 30 5 0 13
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Oxalobacteraceae; Herbaspirillum 5 0 0 4
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Oxalobacteraceae; Unclassified 21 3 0 19
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Oxalobacteraceae; Undibacterium 43 9 1 61
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales;Unclassified;Unclassified 0 0 0 4
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales;Neisseriaceae; Kingella 10 0 0 3
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales;Neisseriaceae; Neisseria 34 3 1 16
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales;Neisseriaceae; Unclassified 188 14 2 34
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Unclassified;Unclassified;Unclassified 0 4 0 2
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfobacterales;Desulfobacteraceae; Unclassified 1 3 0 3
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Myxococcales;Labilitrichaceae; Labilithrix 148 9 3 29
Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Syntrophobacterales;Syntrophobacteraceae;Unclassified 0 1 0 4
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Unclassified;Unclassified; Unclassified 0 1 0 6
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae;Aeromonas 790 292 84 9328
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Shewanellaceae;Shewanella 297 110 3 336
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Cardiobacteriales;Cardiobacteriaceae;Cardiobacterium 60 9 0 21
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Escherichia/Shic 1 0 0 3
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Plesiomonas 683 482 198 26887
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Unclassified 116 50 21 1772
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; LegioneNales;Legionellaceae; Legionella 2 1 0 6
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Oceanospirillaceae;Marinomonas 75 19 0 83
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus 73 8 1 38
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae; Unclassified 2 0 0 46
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae;Acinetobacter 96 13 4 220
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae;Enhydrobacter 2 0 2 14
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae;Psychrobacter 8 0 0 6
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas 26 3 0 17
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Unclassified;Unclassified;Unclassified 146 57 9 332
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae;Photobacterium 66 47 4 120
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae;Unclassified 301 240 7 268
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae;Vibrio 14283 12733 29 2252
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Xanthomonadales;Sinobacteraceae;Nevskia 112 11 2 31
Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Xanthomonadales;Xanthomonadaceae;Stenotrophomo 233 27 2 113
Bacteria;Spirochaetes;Spirochaetia;Spirochaetales; Brevinemataceae;Brevinema 0 0 0 70
Bacteria;Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae;Aminomonas 18 6 0 18
Bacteria; Unclassified;Unclassified;Unclassified;Unclassified;Unclassified 317 34 5 89
Bacteria;Verrucomicrobia;Spartobacteria;Spartobacteria_genera_incertae_sedis;Spartobacteria_gener 204 310 5 3727
Bacteria;Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales;Verrucomicrobiaceae;Luteolibacter 1 2 0 45
ΣΥΝΟΛΟ 99738 18238 6458 127409
92
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
Albanese, Davide, Paolo Fontana, Carlotta De Filippo, Duccio Cavalieri, 
and Claudio Donati. 2015. "MICCA: A Complete and Accurate 
Software for Taxonomic Profiling of Metagenomic Data." Scientific 
Reports 5 (1): 9743. doi:10.1038/srep09743.
APHA/AWWA/WEF. 2012. "Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater." Standard Methods, 541. doi:ISBN 
9780875532356.
Austin, Brian. 2006. "The Bacterial Microflora of Fish, Revised."
TheScientificWorldJournal 6: 931-45. doi:10.1100/tsw.2006.181.
Bledsoe, Jacob W., Brian C. Peterson, Kelly S. Swanson, and Brian C. 
Small. 2016. "Ontogenetic Characterization of the Intestinal 
Microbiota of Channel Catfish through 16S rRNA Gene Sequencing 
Reveals Insights on Temporal Shifts and the Influence of 
Environmental Microbes." PLoS ONE 11 (11): 1-22. 
doi:10.1371/journal.pone.0166379.
Caporaso, J Gregory, Christian L Lauber, William A Walters, Donna
Berg-Lyons, Catherine A Lozupone, Peter J Turnbaugh, Noah Fierer, 
and Rob Knight. 2011. "Global Patterns of 16S rRNA Diversity at a 
Depth of Millions of Sequences per Sample." Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America 108 
Suppl (Supplement_1): 4516-22. doi:10.1073/pnas.1000080107.
Dijk, Erwin L Van, He Le Ne Auger, Yan Jaszczyszyn, and Claude 
Thermes. 2014. "Ten Years of next-Generation Sequencing 
Technology." Trends in Genetics 30: 418-26. 
doi:10.1016/j.tig.2014.07.001.
Eichmiller, Jessica J, Matthew J Hamilton, Christopher Staley, Michael J 
Sadowsky, and Peter W Sorensen. 2016. "Environment Shapes the 
Fecal Microbiome of Invasive Carp Species." Microbiome. 
Microbiome, 1-13. doi:10.1186/s40168-016-0190-1.
Illumina. 2013. "16S Metagenomic Sequencing Library Preparation." 




------. 2015. "An Introduction to Next-Generation Sequencing




Lopetuso, Loris R, Franco Scaldaferri, Valentina Petito, and Antonio 
Gasbarrini. 2013. "Commensal Clostridia: Leading Players in the 
Maintenance of Gut Homeostasis." Gut Pathogens 5 (1). Gut
93
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
Pathogens: 1. doi:10.1186/1757-4749-5-23.
Nikouli, Eleni, Konstantinos Ar Kormas, Panagiotis Berillis, Hera
Karayanni, and Maria Moustaka-Gouni. 2013. "Harmful and Parasitic 
Unicellular Eukaryotes Persist in a Shallow Lake under 
Reconstruction (L. Karla, Greece)." Hydrobiologia 718 (1): 73-83. 
doi:10.1007/s10750-013-1604-8.
Oikonomou, Andreas, Matina Katsiapi, Hera Karayanni, Maria Moustaka- 
Gouni, and Konstantinos Ar. Kormas. 2012. "Plankton 
Microorganisms Coinciding with Two Consecutive Mass Fish Kills in a 
Newly Reconstructed Lake." The Scientific World Journal 2012: 1­
14. doi:10.1100/2012/504135.
Oulas, Anastasis, Christina Pavloudi, Paraskevi Polymenakou, Georgios 
A. Pavlopoulos, Nikolas Papanikolaou, Georgios Kotoulas, Christos 
Arvanitidis, and Ioannis Iliopoulos. 2015. "Metagenomics: Tools and 
Insights for Analyzing next-Generation Sequencing Data Derived 
from Biodiversity Studies." Bioinformatics and Biology Insights 9: 
75-88. doi:10.4137/BBI.S 12462.
Papadimitriou, Th., Z. Stampouli, and If. Kagalou. 2011. "Preliminary 
Results on the Cyanotoxicity in the 'new' Lake Karla (Thessaly - 
Greece)." Proceedings of the 12th International Conference on 
Environmental Science and Technology, no. September: 8-10.
Papadimitriou, Th, M. Katsiapi, K. Ar Kormas, M. Moustaka-Gouni, and I. 
Kagalou. 2013. "Artificially-Born 'killer' lake: Phytoplankton Based 
Water Quality and Microcystin Affected Fish in a Reconstructed 
Lake." Science of the Total Environment 452-453. Elsevier B.V.: 
116-24. doi:10.1016/j.scitotenv.2013.02.035.
Papadimitriou, Theodoti, Konstantinos Kormas, Dionysios D. Dionysiou, 
and Chrysi Laspidou. 2016. "Using H2O2 Treatments for the 
Degradation of Cyanobacteria and Microcystins in a Shallow 
Hypertrophic Reservoir." Environmental Science and Pollution 
Research 23 (21). Environmental Science and Pollution Research: 
21523-35. doi:10.1007/s11356-016-7418-2.
Repository, Institutional, and Information Centre. 2017. "ΤΜΗΜΑ 
ΓΕΩΠΟΝΙΑΣ ΦΥΤΙΚΗΣ & ΖΩΙΚΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ ββΙΙ."
Sakata, Taizo, Haruo Sugita, Tomotari Mitsuoka, Daiichi Kakimoto, and 
Hajime Kadota. 1981. "Characteristics of Obligate Anaerobic 
Bacteria of Freshwater Fish * 1 in the Intestines Was Recorded as a 
Positive Result . Macromolecule Hydrolysis Tests for the Ability to 
Hydrolyse Casein , Gelatin , Were Streaked on the Agar Plates . The 
Plates with a" 47 (3): 421-27.
Sidiropoulos, P., N. Mylopoulos, and A. Loukas. 2014. "Stochastic
Simulation and Management of an Over-Exploited Aquifer Using an 
Integrated Modeling System." Water Resources Management 29 (3): 
929-43. doi:10.1007/s11269-014-0852-3.
Sullam, Karen E, Steven D Essinger, Catherine A Lozupone, and Michael 
P O Connor. 2009. "Environmental and Ecological Factors That 
Shape the Gut 2 Bacterial Communities of Fish: A Meta-Analysis -
94
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
Supplementary" 21 (13): 1-16.
Tsuchiya, C., T. Sakata, and H. Sugita. 2008. "Novel Ecological Niche of 
Cetobacterium Somerae, an Anaerobic Bacterium in the Intestinal 
Tracts of Freshwater Fish." Letters in Applied Microbiology 46 (1): 
43-48. doi:10.1111/j.1472-765X.2007.02258.x.
Zalidis, George C., and Argyrios Gerakis. 1999. "Evaluating
Sustainability of Watershed Resources Management through 
Wetland Functional Analysis." Environmental Management 24 (2): 
193-207. doi:10.1007/s002679900226.
Zalidis, George C., Vasilios Takavakoglou, Athanasios Panoras, George 
Bilas, and Sotiria Katsavouni. 2004. "Re-Establishing a Sustainable 
Wetland at Former Lake Karla, Greece, Using Ramsar Restoration 
Guidelines." Environmental Management 34 (6): 875-86. 
doi:10.1007/s00267-004-0022-0.
Bowser P.R. 1999. Diseases of Fish. Cornell University, USA
Moeler R.B. Jr. 2002. Diseases of fish. Univ. of California, USA.
ΒΙΒΛΙΑ
Πόγγας N., Χαρβάλου Α., Ιατρική Μικροβιολογία, Εκδόσεις Οδυσσέας 
2011, ISBN 978-960-210-577-1
Πογγας N. Ιατρική Μικροβιολογία Ι Βακτηριολογία. Εκδόσεις ΟΔΥΣΣΕΑΣ 
2008. Αθήνα, ISBN 978-960-210-536-8.
James D. Watson, Jan A. Witkowski, Richard M. Myers, Amy A. Caudy 
Ανασυνδιασμένο DNA, Γονιδια και Γονιδιωματα, μια συνοπτική 
παρουσιαση ,Ακαδημαϊκές Εκδόσεις,2007, ISBN: 978-960-88412-5-3
Χαρβάλου Αικατερίνη,Διαγνωστική μοριακή μκροβιολογία, ΕΚΔΟΣΕΙΣ 





Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:05:05 EET - 137.108.70.13
